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RESUMO
Uma fração polissacarídica ácida, isolada do oviduto- 
prõstata do molusco Megalobulimus p a r a n a g u e n s i s, foi purifica 
da por precipitação fracionada com Cetavlon (em pH 7) e m o s ­
trou-se homogênea em Bio-gel P-5 (milhões). Esta fração, sub­
metida a cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-celu 
lose (forma Cl ), forneceu uma sub-fração majoritária (fração 
OP-I), eluída da coluna com cloreto de potássio 0,25aí. A fr a­
ção OP-I, formada por uma relação aproximadamente equimolar 
entre unidades de fucose, galactose, A/-aceti 1-gl ucosami na e ã 
eido urõnico, apresentou um equivalente de neutralização de 
590.
Análise de metilação indicou uma estrutura ramificada, 
contendo unidades de galactopiranose substituídas em 0 - 2  e co 
mo grupos terminais não redutores, além de unidades de fucopi^
ranose e 2 -acetamido- 2 -deoxi-glucopiranose substituTdas em 0-4.
-  13 -Analise por r.m.n.- C foi consistente com as configurações B,
a e a para estas unidades, respectivamente. Os dados de o x i­
dação com periodato concordam com aqueles da análise de me ti­
lação e também indicam que as unidades de ácido uronico são 
resistentes ã oxidação. '
Aglutinação com lectinas de Tviãacna gigas e Geoãia 
cy n o d i u m , especificas para grupos terminais não redutores de
(3 ?)-g-galactopiranose, demonstraram que as unidades de galac- 
tosil apresentam a configuração absoluta D»
Trata-se de um heteropolissacarTdeo ácido ainda não des 
crito em literatura. ■
SUMMARY
A polysaccharide was isolated from the oviduct-prostate 
of the snail Megalobulimus paranaguensis and purified by preci 
pitation with Cetavlon and found to be homogeneous on chromato 
graphy on Bio-gel P-5 (millions). It was acidic with a neutral 
equivalent of 590 and contained approximately equimolar propo£ 
tions of fucose, galactose, W-acetylglucosamin e , and a uronic 
acid.
Méthylation analysis indicated a branched structure wi th 
nonreducing end-groups of galactopyranose and 4-0-substituted 
residues of fucopyranose and 2 -acetamido- 2 -deoxy-glucopyranose.
1 3 C-n.m.r. analysis was consistent with 6 , a and a-gly- 
cosidic configurations respectively. Periodate oxidation data 
was consistent with those of the méthylation analysis and also 
indicated that uronic acid residues were resistant to oxidati­
on. Aglutination with the lectins Tridacna gigas e Geodia cyno_ 
dium, specific for nonreducing end-groups of (B?)-Q-galactopy- 
ranose, shows that the galactosyl units have the p-configura- 
tion. Other polysaccharides, even with remote structural simi_ 
larities, have not been previously reported.
I - INTRODUÇÃO
Várias investigações sobre estrutura de polissacarTdeos 
de moluscos foram realizadas nos polímeros isolados, geralmen­
te, de glândula de albúmen, massas de ovas e hepatopâncreas 
(glândula di gesti v a ).
Os polissacarTdeos isolados de glândula de albúmen e 
massa de ovas de moluscos são polímeros ramificados, formados 
por unidades de galactose (galactanas) ou heteropolissacarTdeos 
que apresentam um núcleo formado por unidades de galactose.
As unidades constituintes destes polTmeros são do tipo
-r ~ 4pi ranosTdi co, apresentando conformação c-j. Entretanto, a coji
formação ^ f o i  observada em certos polTmeros, contendo Ç-ga-
1 4 , 2 1 , 7 6  4 8  _
1actopiranose e L-fucopiranose . Não foram detecta­
das, ati então, unidades de hexofuranose nos polTmeros jã in­
vesti gados .
A configuração beta ocorre caracteristicamente em Ç-ga- 
1actopi rananas, enquanto que a configuração alfa tem sido o b ­
servada em polTmeros que contém o L-enantiõmero corresponden -
1 *+ $ 2 1 7 6
te e em heteropolTmeros formados por unidades de Ç-fu-
4 8  _
copiranose ou de unidades de Ç-glucopiranose.
VARIAÇÕES ESTRUTURAIS NA PERIFERIA DE POLISSACARÍDEOS 
CONTENDO GALACTOSE
Foi observado que as galactanas isoladas de diferentes 
gêneros de moluscos Gastropoda não formam um grupo quimicamer^ 
te homogêneo, como ocorre com o glicogênio, tendo sido observadas 
variações estruturais principalmente na periferia de tais ma- 
cromolêculas. Estas variações estruturais ocorrem em galacta­
nas isoladas da espécie de moluscos do gênero Ampullarius ( - 
Po ma c e a), bem como em espécies de moluscos de outros gêneros.
9 9
Da massa de ovas de Ampullarius sp.(Pelotas, RS) foi
r 1 25
isolada uma glucogalactana, [aJ D + 40,89 (c 1 ,0 , ãgua),con
tendo um núcleo formado por unidades de 8 -Q-galactopiranose 
(71%) e por unidades de a-Q- glucopiranose, distribuídas na pe 
riferia da molécula (29%). A rotação ótica observada para es­
te polímero indicava a presença de unidades em configuração a 
-D-. Entretanto, a configuração alfa foi atribuída ãs unida - 
des de D-glucopiranose, somente pela análise por espectrosco-
IO ^
pia de r.m.n.- C do di ssacarídeo 4-0-a-D-gl ucopi ranosi 1 -Q-gala^ 
tose, obtido pela hidrólise ácida parcial do heteropolissaca- 
rTdeo.
Uma fucogalactana, [a] + 519 (c 0,76, h^O), foi tam-
4 8
bem observada por FEIJÕ & DUARTE em Ampullarius sp • (Morre- 
tes, PR), sendo que as unidades de y-fucopiranose (2%) também 
se localizavam na periferia da macromolêcula. Este polímero
31
diferencia-se da fucogalactana isolada de Marisa cornuarietis 
por conter substituição em 0-2. Tal substituição foi demons­
trada pela identificação de um derivado, 2 , 3 ,5 -tri-O-meti 1 -
Q-lixose, obtido após oxidação com periodato dos produtos de
hidrólise ácida do polímero metilado. Embora este tipo de sub_s
tituição tenha sido descrito pela primeira vez em polímero i-
2 1
solado de Ampullarius sp., recentemente, BRETTING et al. aŝ  
sinalaram sua presença em pol i ssacarídeos de moluscos da família 
Hei i ci dae .
Um polímero, [a] ^  + 36,69 (c 0,5, NaOH 0,1 M ) , forrna 
do de unidades de B-g-galactopiranose, grupo acetil e acetal
de ácido pirúvico, numa relação molar de 20:5:1, foi investi-
3 * _ _ 
gado por DUARTE na glândula albúmen de Pomacea lineata (Re­
cife, PE). 0 posicionamento do acetal de ácido pirúvico foi eŝ  
tabelecido por metilação como sendo 3,4-0-(1-carboxieti1ideno) 
-D-galactopiranose, enquanto que sua configuração absoluta,ti^ 
po endocarboxí1 i c a , foi assinalada por espectroscopia de ^H- e
13r v. m „C- r . m . n . •
Embora a presença de acetal de ácido pirúvico tenha si-
_  **2 _r 
do demonstrada previamente em ãgar e em polissacarídeos iso
it 7, 5 9 , 6 2 , 6 4  _  , . .
lados de microorganismos este acetal nao havia ainda sido
descrito em polissacarídeos de moluscos. Posteriormente, foi 
comprovado que tal substituinte era comum aos polímeros isola^
3 5
dos de moluscos da família Ampul1 a riidae .
Polímeros contendo unidades de Q- e L-galactopiranose fo 
ram encontrados em espécies de moluscos da família Helicidae. 
As galactanasde glândula de albúmen e massa de ovas de Helix 
pomatia contem g-D- e a -y-ga 1actopiranose , numa proporção a ­
proximada de 6 :1 , identificadas na forma do derivado benzimi- 
dazõlico (2-D,L-galactobenzimidazol) como descrito por BELL &
1 4
BALDWIN . As unidades de L_galactopiranose estao totalmente 
distribuídas na periferia da molécula, como unidades termi­
nais não redutoras.
7 6 . .
LEONTEIN et a l . , utilizando o reagente quiral ( + ) - 2-
octanol , confirmáramos dados previamente obtidos sobre a preseji 
ça de Q- e L-galactopiranose na galactana de glândula de albú- 
men de H.pomatia. Para tanto, os produtos de hidrólise da gala£ 
tana foram analisados por c.f.g (coluna capilar com fase esta­
cionária SP-1000) na forma dos derivados (+)-2-octil galactosT 
deos acetilados, os quais apresentaram picos correspondentes 
aos isômeros p e L. A configuração alfa foi atribuída as unidji 
des L-galactopiranose, pela presença do dissacarídeo 6-0-a-L-ga- 
1actopiranosi1-D-galactose entre os produtos de hidrólise ác i­
da parcial 83a.
Um estudo mais amplo sobre a distribuição de y - g a ^ c t o -
piranose em pol i ssacarTdeos de moluscos da famTlia Helicidae foi
21 _ 
efetuado por BRETTING et al. . Assim, a quantificaçao por
c .f .g .,uti 1 izando coluna capilar com fase estacionaria quiral
XE-60-L-vai ina-(S )-a-feni1eti1amida , demonstrou a presença de^
te enantiÔmero em H.pomatia (14%), Arianta arbustorum (14,1%)
e Cepaea nemoralis (11,5%).
Estes autores também evidenciaram a presença de y-galac^ 
tose em galactana de Marisa sp. (15,2%), famTlia Ampul1ariidae 
e sua ausência em galactanas de Achatina fulica (Achati nidae) ,
21 • / •j \ 2 2Avion sp* (Arionidae) e em Lymnaea stagnalis (Lymnaeidae) .
Entretanto, nas investigações sobre a configuração abso 
luta das unidades constituintes da fucogalactana de Marisa cor 
nuarietis , proveniente da região do pantanal mato-grossense 
(MS), não foi observada a ocorrência de ^-galactose.
Este po1issa carTdeo contém, em adição âs unidades de 
B-D-galactopiranose , unidades de L-fucopiranose, grupos acetil
e acetal de ãcido pirúvico, numa relação molar 2 0 :5 :1 .
Dados de metilação indicaram uma estrutura altamente ramifica­
da, representada por um núcleo de B-g-galactopiranana e grupos 
terminais não redutores constituídos, em parte, por unidades de
a-y-fucopi ranose. A preponderância de ligações (1 -»• 3) sobre
(1 -*■ 6 ), observada neste polímero, é comum ã maioria das ga-
_ 70 , 10 0
lactanas ja investigadas em moluscos .
Na galactana de glândula de albúmen de Megalobulimus pa
53 13ranaguensis foi comprovado, por espectroscopia de r.m.n.- C,
que aproximadamente 30% do fósforo total encontrava-se na for­
ma de 2 -aminoeti 1 fosfonato e que tal grupo estava esterificado 
em 0 - 6 de certas unidades do polímero. 0 éster de ãcido amino- 
eti 1fosfõnico foi também observado em galactana de glândula de
albúmen de Biomphalavia glabrata e em polímeros isolados de
_ 35 
algumas espécies de Ampullarius •
PRINCIPAIS TIPOS DE NOCLEOS OBSERVADOS EM POLISSACARl - 
DEOS CONTENDO GALACTOSE
Os polissacarTdeos isolados de moluscos são altamente ra 
mificados e de peso molecular elevado, apresentando uma cadeia 
principal â qual se ligam cadeias laterais de tamanhos v a r i á ­
veis. Polímeros lineares não foram detectados nas espécies de 
moluscos estudadas.
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Na cl a s s i f i caçao estabelecida por DUARTE , representa^
da no Esquema A , os polissacarTdeos de moluscos pertencem ãs
classes de homo e heteropirananas ramificadas.
A estrutura fina da galactana isolada de glândula de al̂
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búmen do molusco Strophocheilus (-Megalobulimus) obZongus foi
i o o
estabelecida por SEGURA & DUARTE . Os dados de metilação e de 
degradação sequenciada de Smith indicaram que a cadeia princi­
pal é constituída de unidades substituídas em 0 - 3 , apresentando 
pontos ramificados em 0 - 6  por cadeias laterais de tamanhos va­
riáveis. Tal estrutura foi também observada em galactanas de
três espécies de moluscos do gênero Biomphalaria (B.tenagophi-
. . 70
la, B.straminea e B.glabrata) .
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Por outro lado, BRETTING et al. demonstraram que a ga- 
lactana de Lymnaea stagnalis não é formada por uma estrutura 
dicotômica e não contém cadeia principal substituída em 0 - 3 , 
como assinalado para a galactana de S.oblongus. 0 modelo suge­
rido foi o de um polímero ramificado, onde substituições em 
0-3 e 0 - 6  encontram-se alternadas. Entretanto, um modelo al­
ternativo, cuj a cadeia principal seja formada por substituição 
em 0 -6 , com pontos de ramificação em 0 -3 , não foi eliminado.
POLISSACARÍ d e o s  i n v e s t i g a d o s  e m  o v i d u t o -p r o s t a t a  de m o ­
l u s c o s .
Em contraste com as investigações realizadas sobre po­
li ssacarTdeos da glândula de albúmen e massa de ovas, pouca a­
tenção tem sido dada aos polissacarTdeos presentes na região do 
oviduto-prostata de moluscos (Apêndice).
Uma fração polissacarTdica não bem diferenciada, isola-
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da por DUARTE & MORETTO de oviduto-prõstata de molusco Stro 
phocheilus oblongus , foi submetida a uma precipitação fraciona 
da com Cetavlon (brometo de hexadeci1trimeti 1amônium) e forne­
ceu duas frações em diferentes pH. A analise cromatogrãfica 
dos produtos de hidrólise demonstrou que a fração ãcida era 
composta por unidades de fucose, galactose, glucose, ãcido u- 
rônico e um componente não identificado, enquanto que a f r a ­
ção neutra era constituída de unidades de glucose e galactose.
A ocorrência de um heteropolissacarídeo ãcido em oviduto d o m o  
lusco Australorbis (Biomphalaria) glabratus foi demonstrada aji 
teriormente, através de técnicas histoquTmicas, por CHIA-TUNG
2 7
-PAN , mas a presença de um polímero neutro (glucogalactana)
neste õrgão não havia ainda sido reconhecida.
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Os dados de metilaçao obtidos por DUARTE & IACOMINI pa
ra a fucogalactana de oviduto-prõstata de Vaginulus sp. de­
monstraram a presença de unidades de 3 -Q-galactopiranosi1 4-0- 
(29%), 6 -0 - (6 %) e 3 ,4 -di-0 -substituídas (38%), com grupos ter 
minais não redutores formados por unidades de 8 -Q-galactopira- 
nose (22%) e a-L-fucopiranose (5%). Os produtos de degradação 
de Smith deste polímero (glicerol, 43%; treitol, 29%; dulcitol,
28%)estão em concordância com os dados de metilação. A presen­
ça de treitol entre os produtos desta degradação confirma a e­
xistência de substituição em 0-4 no polímero.
A fucogalactana de Vaginulus sp. foi submetida ao trata­
mento com o reagente de Fehling , fornecendo duas frações,F-1 
e F-2, cujas proporções molares de fucopiranose foram de 16 e 20 
moles%, respectivamente. Acetal de ácido pirúvico foi constata^ 
do em ambas as frações (5 moles%), enquanto que a presença de 
grupos acetil foi verificada apenas na fração F-l (10 moles%). 
Nenhuma dissociação foi observada na fração ãcida de M.parana- 
guensis , ao ser submetida a um tratamento semelhante.
7 1
IAC0MINI et al. isolaram as frações polissacarídicas 
da região do oviduto-prÕstata dos moluscos M.paranaguensis e Va 
ginulus sp. , ambas por precipitação fracionada com Cetavlon em 
pH 7. A anãlise da composição em açucares neutros (c.f.g.) rea 
lizada nestas frações demonstrou, respectivamente, uma relação 
molar de 0,53:1 e de 0,25:1 em unidades de fucopiranose e ga- 
1 actopi ranose.
38 - 
DUARTE et al. , reinvestigando os açúcares neutros da
fração polissacarídica de oviduto-prõstata de M.paranaguensis , 
obtiveram uma relação molar (c.f.g.) de 1 : 1 em unidades de fu­
copiranose e gal actopi ranose. Uma anãlise química mais detalhei
9 6_________________________________________________ _
da demonstrou que esta fração era constituída por fucopirano­
se, galactopiranose, hexosamina e grupos sulfato, numa relação 
molar aproximada de 1,1:1:0,4 :0 ,4. A homogeneidade desta f r a ­
ção foi testada por cromatografia de troca iÔnica (coluna de 
DEAE-celulose), fornecendo uma fração majoritária quimicamente
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homogênea. Estudos posteriores demonstraram que esta fraçao
era constituída por fucopiranose, gal actopi ranose, W-aceti 1 -he- 
xosamina e ãcido uronico, numa relação molar de 1 ,9 :1 :1 ,1 :1 . 
Grupos 0 -acetil e acetal de ãcido pirúvico não foram d e t e c t a ­
dos no polímero.
A região do oviduto-prõstata de moluscos apresenta dife 
rentes tipos de polissacarídeos , de estruturas ainda não bem 
caracteri za das.
0 presente trabalho descreve um estudo mais detalhado 
sobre a fração polissacarídica isolada de oviduto-prõstata de 
M.paranaguensis, o qual apresenta uma composição química muito 
mais complexa do que a previamente determinada por outros auto 
res. Trata-se de um heteropolissacarídeo ãcido ainda não des­
crito em literatura.
II. MATERIAIS E MÉTODOS
1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
1.1. Métodos Analíticos Gerais
As evaporações foram realizadas em evaporador rotatório 
Btlchi , geralmente em temperaturas inferiores a 509.
As determinações espectrofotométricas, na região do u l ­
travioleta próximo, foram realizadas em espectrofotõmetro Va- 
rian 635 D, a 30 ± 0,19, enquanto as determinações colorimitr^ 
cas, na região visível, foram procedidas em espectrofotÕmetro 
Coleman Júnior, modelo 6 A.
As soluções dos polissacarídeos fracionados foram centr^ 
fugadas a 12.000 rpm (20.000 G) em centrífuga analítica Sorvall, 
modelo RC 5 , mantida sob refrigeração em temperatura média 
de 109. As centrifugações rotineiras foram realizadas em cen - 
trífugas clínicas convencionais.
A liofilização de soluções aquosas contendo amostras ca_r 
boidratadas foi feita em aparelho Virtis, modelo 10-145 MB-BA.
As medidas e aferições da concentração hidrogeniõnica das 
soluções, envolvidas nas diversas metodologias aplicadas, foram 
procedidas em potenciõmetro Ambriex, modelo pH 0-14.
1 .2 . Métodos Cromatográficos e Eletroforéticos .
1.2.1. Cromatografia em papel (c.p.) e em camada delgada (c.c.d.)
As análises cromatográficas em papel foram desenvolvidas 
pelas técnicas ascendente e descendente empregando papel Whatman 
n9 1 como fase estacionária, enquanto que em cromatografia em 
camada delgada, placas de celulose (Merck) foram utilizadas pa 
ra este fim.
Os sistemas de solventes utilizados para as corridas cro 
matogrãficas foram: (a) benzeno-n-butanol-pi ridina-ãgua (1 : 5:
56  _
3:3, v/v, fase superior) ; (b) piridina-acetato de etila-aci-
-  - -  6 6 
do acetico-agua (5:5:1:3,v/v, fase superior) ; (c) acetato de etj_
- _ _ 108 
la-ãcido acético-ãgua (3:1:1, v/v) ; (d) acetona-n-propanol -
_ 86 
etanol-tampao borato 0,lM pH 10 (3:1:1 : 2 , v/v) .
Os reagentes vi suaiizadores utilizados foram: (1 ) nitra- 
1 1 3  -
to de prata alcalino , para açúcares de um modo geral; (2 )
69
cloridrato de p-anisidina seguido por aquecimento a 1059 ,p£
ra açúcares redutores; (3) ninidrina a 0,2% em acetona seguida
29
por aquecimento a 1 059, para amino-açúcares; (4) solução alcoõ
3 0
1 i ca de azul de bromofenol a 0,05g% (p/v), pH 6,5, para ãcjj_ 
dos urônicos.
A migração cromatogrãfica dos produtos das diferentes 
drõlises ácidas dos polissacarídeos foi relacionada ã migra^
ção da D-galactose, usada como padrão de referência.
1.2.2. Cromatografia em fase gasosa (c.f.g.)
Em função da disponibilidade das colunas empregadas para 
a anãlise cromatográf i ca dos diferentes produtos de derivatiza^ 
ção, obtidos por metodologias específicas, foram utilizados dois
aparelhos, cujas características estão abaixo relacionadas:
a) Cromatõgrafo Varian, modelo 2440, com detector de io 
nização de chama e usando nitroginio como gás de arraste (40 
ml/min). A temperatura da câmara de injeção e do detector f o ­
ram, respectivamente, 200 e 2509. A coluna de aço inoxidável 
(200 x 0,15cm de d.i.), empacotada com ECNSS-M a 3% (p/p) so­
bre Gas Chrom Q ( 1 00 - 200 mesh), foi empregada na quantifica^ 
ção dos acetatos de alditÕis (ã temperatura de 1809 ou com pro 
gramação de temperatura de 120 a 1809, com variação de 49 por 
minuto) edos acetatos de alditÕis parcialmente metilados (â tem 
peratura de 1709).
b) Cromatõgrafo CG, modelo 37, com detector de i o n i z a ­
ção de chama e usando nitrogênio como gás de arraste (60 ml/min). 
As temperaturas do vaporizador e do ionizador foram c o n t r o l a ­
das para superarem, respectivamente, em 20 e 409 a temperatura 
estabelecida na coluna. A coluna de aço inoxidável (180 X 0,48cm 
de d.i.) utilizada neste aparelho, empacotada com OV-225 a 3% 
(p/p) sobre CHR Q (AW - DMCS), foi empregada na quantificação, dos 
acetatos de alditÕis (as temperaturas de 190 e 2279) e dos ace^ 
tatos de alditÕis parcialmente metilados (ã temperatura de 1709).
A composição molar foi calculada em função da área re-
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gistrada para cada componente, pelo método da triangulaçao .
0 s tempos de retenção dos acetatos de alditÕis foram relaciona
dos ao do arabinitol penta-O-acetato, enquanto que os dos acetatos
de alditÕis parcialmente metilados, ao do 1 ,5-di-O-aceti1-2,3,
4,6-tetra-O-metil-D-glucitol.
1.2.3. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria 
de massa (c ,f . g .- e . m .).
As analises por c.f.g.-e.m. foram realizadas em Espe£ 
trõmetro marca Finnigan, modelo 4000, dotado de sistema de d a ­
dos Inco 2300 e equipado com coluna capilar de sTlica fundida 
(30m X 0,25mm de d.i.), revestida com DB-210. 0s espectros dos 
acetatos de alditÕis foram obtidos por impacto de elétrons,re­
peti ti vãmente a cada 2 segundos, desde massa 40 até 420. As iri 
jeções foram feitas diretamente na coluna a 509 usando o "split 
mode" e, então, a temperatura foi rapidamente programada ( 409 
por minuto) até 2359 e mantida constante. Foi utilizado hélio 
como gás de arraste, com velocidade linear de 22 cm/s. 0 s ace­
tatos de alditõis foram identificados pela co-injeção de p a ­
drões e as áreas dos picos obtidas por integração automática.
0 s espectros de massa (i.e.) obtidos foram interpretados
n 7 9
de acordo com L0NNGREN & SVENSS0N e os perfis de fragmentação, 
característicos a cada tipo de estrutura, foram comparados com
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aqueles obtidos de padrões sintéticos .
1.2.4. Eletroforese em papel.
A eletroforese em papel dos produtos de hidrólise ácida 
do polissacarídeo foi realizada em cuba de imersão, contendo te 
tracloreto de carbono como refrigerante, com uma diferença de 
potencial aplicada da ordem de 1 700 Volts, correspondente a paŝ  
sagem de uma corrente de 10-15 mA sobre um papel (Whatman n9 1) 
com 57 X 25 cm. Para a exploração do caráter ácido dos compone
tes do hidrolisado, foi utilizado como tampão eletroforético
- ~ 66 
uma solução de cloreto de cálcio 5mM em tampão borato 1OmM .
1.3. Ressonância Magnética Nuclear de Carbono - 13 (r . m .n . 3C).
- - 13Os espectros de ressonância magnética nuclear de C fo
ram realizados em espectrÔmetros incorporados ao transformador
de Fourier. Os seguintes aparelhos foram utilizados:
A. Espectrômetro Bruker AM-360W. Uma solução (100 mg em 
2 ml de D2 O) do polissacarídeo foi colocada num tubo de 200 X 
10 mm de d.i. e examinada à temperatura de 339. 0s parâmetros 
espectrais empregados foram: "sweep width" de 20.000 Hz, "pul­
se width"de 21,0 ^ segundos ," acqu i si ti on time" de 0,41 segundos, 
"number of transients" de 10544 e "line broadening" de 6 Hz .
0s espectros foram obtidos em 360 MHz em relação ao núcleo de
1 - - 13
.H (90,53 MHz em relaçao ao nucleo de c) •
B. Espectrômetro Varian XL-100-15. Uma solução (100 mg em
2 ml D2 O) de polissacarTdeo, contida em um cilindro coaxial,foi 
colocada em um tubo de 2 0 0 x 12 mm de d.i. e examinada ã tempe 
ratura de 709. 0 s parâmetros expectrais foram: "sweep width" de 
5000 Hz, "pulse w i d t h " de 20,1 psegundos, "acquisition time" de 
0,41 segundos e "number of transients" de 168600. 0 s espectros
foram obtidos em 100 MHz com respeito ao "* H (25,16 MHz em rela^
~ - 13 •
çao ao nucleo de C).
0 s deslocamentos químicos foram expressos em ô (ppm),re 
lativamente â ressonância do tetrameti 1 si 1 ano (TMS), determina^ 
do em experimento distinto.
0 s deslocamentos químicos, obtidos â temperatura de 339,
podem ser comparados com aqueles obtidos a 709 pelo acréscimo 
6 1
de 1 ppm .
1.3.1. Estabelecimento da composição química quantitativa de
«r 13heteropolissacarídeos por r.m.n.- C.
Para quantificar os componentes das frações polissacarí
- 13dicas investigadas por espectroscopia de ressonância de C, os 
espectros originais foram ampliados aproximadamente quatro v e ­
zes. Os picos dos sinais com sentido quanti tati vo,, i denti f i cados 
no espectro, foram cuidadosamente recortados e pesados em balari 
ça analítica. 0 peso de cada área representa a média de três de 
termi na ç õ e s .
A quantificação foi então determinada através da contri­
buição percentual das áreas (peso em mg) dos picos do carbono 
C -1 de cada unidade do polímero, sobre a somatória das areas (pe 
so em mg) de todos os picos de C-l presentes no espectro.
1.4. Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (r.m.n.-^H).
0 espectro de ressonância magnética nuclear de protons 
(̂ l|) foi realizado em espectrÕmetro Varian XL-100-15, em 100 
MHz em relação ao núcleo de  ̂!H (709),com aplicação da técni ca de pré 
-saturação. Os parâmetros espectrais utilizados foram: "sweep
width" de 1000 Hz, "pulse width" de 38,27 ^ s e g u n d o s , "acquisiti­
on time" de 2,05 segundos e "number of transients" de 200.
1.5. Métodos Espectrofotométricos
A dosagem de açúcar total, pelo método do f enol-ãci do suj^
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fúrico , foi utilizada no acompanhamento dos processos croma- 
togrãf i cos em coluna. A determinação quantitativa de proteínas
foi realizada com t) reagente fenólico de Foi i n-Ci ocal teau , seguji
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do o método de L0WRY et al. .
0 peso seco das amostras foi determinado em estufa a 
1009, até o peso constante e serviu como parâmetro quantitati^ 
vo nas dosagens químicas. As cinzas foram determinadas em mu- 
fla a 8009, até o peso constante.
Os açúcares aminados foram dosados com o reagente de EL­
U 6
SON-MORGAN no produto de hidrólise ácida com ácido clorídri­
co 6M, sob atmosfera de nitrogênio, por 8 horas â 1009, após 
purificação em coluna ( 7 x 1 cm de d.i.) de resina catiÔnica
(Dowex 50W X 8 , 200-400 mesh, forma H+ ) , segundo o processo dejs
2 0 _ 
crito por BOAS . Dada a natureza da hidrólise aplicada ao polj_
mero, um experimento foi realizado visando estabelecer o per­
centual de recuperação de um padrão de cloridrato de Q-glucosa^ 
mina, quando submetido ao método.
0 conteúdo total em grupos acetil foi determinado colori^ 
metricamente sob a forma de acetato de metila, pela reação do 
ácido hidroxâmico , após destilação sob pressão reduzida do
produto de metanólise do polímero, segundo o método descrito por
8 2
LUD0WIEG & D0RFMAN . A metanólise foi procedida com HC1-meta 
nol 2 M , por 4 horas ã temperatura de 1009, em ampola de vidro 
cuidadosamente selada. N-àceti 1 -gl ucosamina foi submetida a o m é  
todo e serviu como padrão para as dosagens.
A identificação do açúcar aminado presente no polissaca- 
rídeo foi realizada através de degradação oxidativa com ninidri^
na, em meio contendo piridina a 4%, como descrito por ST0FFYN
1 0 8 _
& JEANL0Z . A reaçao foi realizada em tubo capilar a 1009 e 
seu desenvolvimento acompanhado por c.p. ascendente (fase m ó ­
vel c , vi suaii zador 1 ).
A presença de grupos 0 -acetil no polissacarideo foi 
investigada na forma de complexo aceto-hi droxâmico, de acordo
com os métodos descritos por HESTRIN68 e por McCOMB & McCREADY8* .
0 grupo sulfato foi determinado colorimetricamente com o
reagente alcalino de timol, na forma de complexo insolúvel ben
. 6
zidina-sulfato, segundo o processo descrito por ANTONOPOULOS .
A pesquisa de fósforo total foi realizada nas cinzas o b ­
tidas pelo tratamento de uma amostra do pol i ssacarídeo com ãci^ 
do sulfúrico e ácido nítrico concentrados, em banho de areia ,
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segundo os métodos por CHEN et al. e BARTLETT .
Os ácidos urõnicos foram determinados no polissacarídeo
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pelo metodo do carbazol , modificado por DISCHE . Tubos de rê  
ferincia contendo diferentes concentrações de D-gal a c t o s e , p-gl_u 
cosamina e L-fucose foram investigados pelo método, afim de nr[ 
nimizar as interferências devidas aos produtos de hidrólise ã- 
cida do polímero.
0 ácido fõrmico, liberado no processo degradativo com me 
ta-periodato de sódio , foi determinado por titulação com hi­
dróxido de sÓdio 0 ,0 1 M , em atmosfera de nitrogênio, usando fe-
1 0
nolftaleTna como indicador, de acordo com BAKER & SOMERS • A 
liberação de formaldeído foi também estimada, na forma de pro­
duto de condensação com aceti 1 -acetona, utilizando o reagente 
de NASH , como descrito por VASKOVSKY & ISAY .
A presença de ácido pirúvico foi investigado por método 
enzimãtico, utilizando desidrogenase láctica de músculo de coe - 
lho (tipo VII, da Sigma),nos produtosde hidrólise do polissaca_ 
rTdeo com ácido oxãlico 0,08M (3 ml), durante 4 horas a 1009 . 
Após neutralização com carbonato de cálcio e filtração, a so 1 
ção teve seu volume aferido e alíquotas foram tomadas para se­
rem submetidas ãs dosagens. Devido a suspeita de que o
Ton cálcio pudesse intervir como inibidor da atividade enzimã- 
tica, um tratamento com resina catiônica (Dowex 50W X 8 , 200­
400 mesh, forma H+ ) foi incluído em experimento paralelo. Os 
sistemas de incubação utilizados foram os seguintes: (a) tampão 
fosfato 0,5M pH 7,0 (0 , 8  ml), solução de NADH a 1% (10 yl),so^
lução de enzima em diluição 1 : 2 0  ( 1 0  yl) e alíquota da s o l u ­
- 16 
ção do hidrolizado (0,2 ml ), segundo o método de BERGMEYER & BERNT ;
(b) trietanolamina 1M (0,5 ml), solução de NADH a 1% (10 y l ) ,
solução de enzima em diluição 1 : 2 0  ( 1 0  yl) e alíquota da solu-
k 0
çao hidrolisado (0,5 ml), de acordo com DUCKWORTH e YAPHE . A 
galactana piruvatada de glândula de albúmen da Pomacea lineata
_ _ _ _ 3k
(SPIX, 1827), cuja composição em acido piruvico e conhecida , 
foi utilizada como controle das dosagens.
2. ISOLAMENTO DOS POLISSACARlDEOS DA REGIA0 D0 0 VIDUT0-PRÕSTA-
TA DE M. paranaguensis.
2.1. Coleta
0s espécimes do molusco Gastropoda terrestre M. parana 
guensis , foram coletados numa região denominada Ponta da Pita, 
município de Antonina, Paraná, Brasil.
De cada coleta, realizadas nos meses de março a outubro
0
de 1984, foram selecionados para dissecação do oviduto-prosta- 
ta apenas os espécimes adultos de grande porte.
Antes de serem sacrificados, os moluscos permaneceram coji 
finados durante aproximadamente dez dias, sob alimentação basea_ 
da em vegetais verdes e frescos (alface, repolho, couve). 0 vî  
veiro foi mantido permanentemente úmido e, tanto quanto possí-
vel , limpo e livre de animais predatórios (formigas e p e q u e ­
nos crustáceos).
Embora algumas oviposições tenham sido observadas após 
sessenta dias de confin amento, não foi constatado o desenvolvi 
mento dos ovos até a eclosão. As condições climáticas e nutri­
cionais, diferentes daquelas de seu habitat e a ausência de eŝ  
paço físico suficiente para a livre movimentação das matrizes, 
devem ter contribuído significativamente para a inibiçãodo ci­
clo reprodutivo dos moluscos.
2.2. Di ssecação
Apenas os moluscos adultos (400 espécimes) foram selecio 
nados para a dissecação dos órgãos de interesse (oviduto-prÕsta^ 
ta, glândula de albúmen e fígado), removidos após a liberação de 
suas partes moles totais, através da remoção mecânica da concha. 
Os órgãos recém dissecados foram lavados cuidadosamente com ã- 
gua destilada, para a eliminação de contaminações superficiaiscom 
suco digestivo e rapidamente conservados em recipiente contendo 
acetona. Os 400 órgãos, correspondentes â região do ovi duto-prõs^ 
tata,foram reunidos, triturados em liquidificador com acetona 
(500 ml) (3X) e filtrados em funil de Büchner, sob pressão red^ 
zida. 0 resíduo obtido foi lavado com acetona anidra e seco ã 
temperatura ambiente, perfazendo 135 gramas. 0s outros órgãos 
dissecados foram conservados para estudos posteriores.
2.3. Delipidificação.
0 pó cetÔnico foi suspenso em mistura de n-butanol satiu 
rado com água (1000 ml) (3X) e permaneceu por uma hora a 1009, 
sob refluxo. 0 resíduo foi então filtrado em funil de Büchner,sob
pressão reduzida, lavado com acetona e seco ã temperatura am­
biente. 0 pó cetônico assim obtido foi tratado com uma mistura 
de clorofÕrmio-metanol, 2:1, v/v (3X), sob agitação magnéti­
ca por 12 horas e o resTduo filtrado, lavado com acetona e se­
co ã temperatura ambiente, rendendo 130 gramas. Os extratos li_ 
pídicos foram reunidos, evaporados sob pressão reduzida ã secu 
ra e solubi 1 izados em clorofórmio. 0 resTduo obtido por evapo­
ração do solvente correspondeu a 6 % do peso de pó cetônico in^ 
ciai (7% em termos de peso seco).
2.4. Desproteinização.
0 pó cetônico livre de gorduras foi suspenso em solução 
de ácido acético/acetato de amónia 0,2M pH 8,5 e a ela foram a 
crescentados subtilisina (Sigma, tipo II) (70 mg) e tolueno,co 
mo preservativo. A mistura desproteinizante foi mantida ã tem­
peratura de 379. Aferições periódicas do pH foram feitas pela 
adição de hidróxido de amónia, quando novas quantidades de suj) 
tilisina foram acrescentadas (30 mg) (3X). Ao final de sete 
dias, a suspensão foi centrifugada e o resTduo submetido nova­
mente ao tratamento com enzima proteol T t i c a . Reunidos, os so- 
brenadantes foram desprotei ni zados com uma mistura de clorofór^
mio e álcool iso-amílico, segundo o processo de SEVAG descrito 
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por STAUB . A epifase aquosa foi acidificada a pH 4,0 com a­
cido acético diluTdo e dialisada contra água corrente, depois ã 
gua destilada. A porção não dialisavel foi concentrada sob pres 
são reduzida e tratada com etanol (4 vol.). 0 resTduo, obti do por 
centrifugação,foi lavado com acetona anidra (3X) e seco em pis^ 
tola contendo pentÔxido de fósforo, rendendo 3 gramas.
2.5. Fracionamento por precipitação com base quaternária
A fração polissacarTdica ,1ivre de proteínas ,foi purifica 
da pela precipitação fracionada com base quaternária (brometo
de hexadeci1trimeti1amonium, da Sigma), como descrito por DUAR
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TE & JONES . Em pH 7,0, houve a formação de um precipitado
que, apÕs centrifugação, foi tratado com solução de cloreto de 
sódio 0,25M, para a eliminação de traços de ácidos nucleicos . 
ApÕs centrifugação, o resíduo foi desprezado e o sobrenadante 
tratado com etanol (4 vol.). 0 sedi mento, obti do por centrifugação, 
foi suspenso em ácido acético 2w, tratado com etanol (4 vol-) e ceji 
trifugado (4X). Após a eliminação da base quaternária por este 
procedimento, o sedimento foi solubilizado e dialisado contra 
água destilada (3X). A porção não dialisãvel foi centrifugada 
sob refrigeração a 20.000 G por 30 minutos e o polissacarídeo 
recuperado do sobrenadante pelo tratamento com e t a n o l (4vol.). o 
resíduo,obtido por centrifugação , foi tratado com acetona ani­
dra e seco em pistola contendo pentõxido de fósforo, rendendo 
aproximadamente 1 % em termos do põ cetõnico inicial (0 ,8 % em 
peso seco). 0 polissacarídeo (1,25 g), de coloração branca,mos­
trou-se facilmente solúvel em água. Esta fração foi denominada 
de 0P-pH7 e suas propriedades despertaram o interesse que se ve 
rifica consubstanciado neste trabalho.
Ao sobrenadante da precipitação em pH 7,0 foi adiciona­
do tampão borato a 3% pH 8,5, 1:1 (v/v). Um precipitado»sob a 
forma de complexo base quaternãria-borato-polissacarídeo,foi 
obtido por centrifugação. Após descomplexação e eliminação da 
base quartenãri a , como descrito anteriormente, o polissacarídeo 
foi dialisado contra água destilada (3X). A fração não dialisã
vel foi centrifugada sob refrigeração a 2 0 . 0 0 0  6 por 30 minutos 
e, após a recuperação do polTmero por tratamento com etanol (4 vo!). 
e centrifugação, o sedimento foi tratado com acetona anidra e 
seco em pistola contendo pentõxido de fósforo. Esta fração foi 
denominada de 0P-pH 8,5 (0,75g ) e apresentou um rendimento de 
aproximadamente 0,5% em relação ao põ cetônico inicial (0,4% em 
peso se co).
3. ANALISE DOS POLISSACARlDEOS ISOLADOS DO OVIDUTO-PROSTATA DE
M. paranaguensis .
3.1. Homogeneidade da Fração Polissacarídica 0P-pH 7.
A homogeneidade do polissacarTdeo 0P-pH 7 foi investiga­
da através de seu comportamento cromatogrãfi co em colunas de pê  
neira molecular BI0-GEL (BI0-RAD) e, após constatação de seu cja 
rãter ãcido por processos analíticos, em colunas de troca iÕni- 
ca DEAE-celu1ose (Whatman), sob eluições por gradiente e por e ­
tapas.
3.1.1. Fi1 tração em g e l .
Amostras (10 mg) da fração polissacarídica foram submet^ 
das a cromatografia de filtração em gel,com diferentes limites de ex­
clusão ,uti 1 i zando as colunas: BI0-GEL P-30mil, BI0-GEL P-100mil, 
B I O - G E L A - 1 , 5  milhões e B I O - G E L A - 5  milhões de daltons. Acetato 
de amõnio 0,lM foi utilizado como eluente (f 1 uxo médio de 90 ml/h), 
para evitar interações secundárias durante o processo cromato - 
gráfico. 0 volume morto destas colunas cromatogrãficas, exceto 
a de BI0-GEL P-5 milhões, foi determinado pela aplicação de uma 
amostra de azul de dextrana, em experimento paralelo.
3.1.2. Troca i ôni ca
3.1.2.1. Gradiente contTnuo.
Devido a natureza ácida da fração polissacarTdica, uma a 
mostra (10 mg) foi submetida ã cromatografia em coluna de DEAE- 
celulose (25 X 1,6 cm de d.i.), forma Cl", obedecendo ao seguiji 
te esquema de eluição (fluxo médio de 90 ml/h): (a) lavagem i nî  
ciai com agua; (b) gradiente contTnuo de cloreto de potássio de
0 -2M; (c) cloreto de potássio 2M e, finalmente, (d) hidróxido 
de sÕdio 0,1M. As sub-frações, obtidas em função do aumento da 
força iônica do eluente, foram localizadas por análise para car 
boidrato total e o perfil de eluição observado serviu para ori­
entação da etapa seguinte de fracionamento.
3.1.2.2. Eluição por etapas.
Em função do comportamento cromatogrãfico do polissacarT 
deo ÕP-pH 7 no experimento anterior, uma amostra (100 mg) foi sub 
metida ã cromatografia em coluna de DEAE-celulose (50 X 3 cm de
d.i.), forma Cl” , utilizando o seguinte esquema de eluição: (a) 
lavagem com água destilada; (b) eluição por etapas com c o n c e n ­
trações crescentes de cloreto de potássio (0,25Aí; 0,50M; 0,75M;
1 ,00m e 2,00M) e, finalmente, (c) hidróxido de sódio 0,1M . Cada 
etapa de eluição foi procedida até análise para carboidrato to­
tal negativa. As sub-frações obtidas foram dialisadas, liofili- 
zadas e analisadas, após hidrólise ácida, por c.p. ascendente (fâ  
se mÕvel a ,  visualizador 1 ) .  Determinações analíticas complemeji 
tares para sulfato e hexosaminas foram realizadas nas principais 
sub-frações.
A sub-fração obtida pela eluição da coluna com cloreto
de potássio 0,25M, denominada de OP-I, foi predominante, t o r ­
nando-se apta, dentro dos critérios estabelecidos para este 
fim, a ser submetida a investigação analTtica de sua composi - 
ção química, bem como a identificação das premissas que orien­
tarão o estabelecimento de sua estrutura.
3.2. Determinação do Equivalente de Neutralização do Polissaca^ 
rídeo OP-I.
A determinação do equivalente de neutralização foi rea­
lizada por dois procedimentos distintos:
A. Uma alíquota (10 ml) de uma solução polissacarídica 
(5 mg/ml) foi percolada através de uma coluna de resina catiô- 
nica (Dowex 50W X 8 , 200-400 mesh, forma H + ), previamente recjj 
perada pela maneira usual. A coluna (25 X 1,6 cm de d.i.), a- 
pÕs lavagem com água deionizada até análise para carboidrato to 
tal negativa, foi eluída com ácido fõrmico 2M para comprovar a 
não retenção do polissacarídeo ã resina, nestas condições. 0 e 
luato aquoso foi liofilizado e o polissacarídeo (36 mg) disso^ 
vido em agua deionizada (20 ml). A solução foi então titulada 
contra hidróxido de sódio 0 ,0 lM padronizado, sob atmosfera de 
hidrogênio e usando fenolftaleína como iimdicador.
B. Uma alíquota (20 ml) de uma solução polissacarídica 
(5mg/ml) foi aplicada em coluna (35 X 1,6 cm de d.i.) de DEAE 
-celulose, forma Cl", previamente recuperada da maneira usual. A coluna,
após lavagem com água deionizada, foi eluída com cloreto de po 
tãssio 1M até análise para carboidrato total negativa. 0 volu­
me coletado foi dialisado contra água deionizada (3X) e evapo­
rado sob pressão reduzida. A solução (20 ml) foi acidificada a
pH 2 com ãcido clorídrico 1M e permaneceu por 48 horas sob refn 
geração 0-29. Após diãlise contra ãgua deionizada (2X), a fr a­
ção não dialisãvel foi liofilizada. 0 polissacarTdeo (49,9 mg), 
redissolvido em agua deionizada ( 2 0  ml), foi titulado nas m e s ­
mas condições descritas no Ttem anterior.
0 equivalente de neutralização foi referido ao peso seco 
do polissacarTdeo, segundo a seguinte expressão:
Eq . - P. . .IMO _ onde,
( V - V’ ) X M
P = gramas de amostra expressos em peso seco;
M = molaridade da solução de hidróxido de sõdio padronizada;
V = volume da solução de hidróxido de sÕdio gasto na titulação da
solução polissacarídica;
V’ = volume da solução de hidróxido de sõdio gasto na titulação do 
branco;
Eq = equivalente de neutralização.
3.3. Hidrólise Acida dos Polissacarídeos de M. paranaguensis .
Para uma análise qualitativa preliminar da composição quT 
mica em açúcares dos pol i ssacarídeos fracionados, foram realiza^ 
dos diferentes tipos de hidrólise, cada qual adequada ã investj^ 
gação de um tipo de monossacarídeo.
3.3.1. Açúcares neutros.
Uma amostra (10 mg) de polissacarTdeo foi hidrolisada com 
ãcido sulfúrico 0,5M ( 2 ml) em tubo selado, durante 12 horas à 
temperatura de 1 009. Após hidrólise,a solução foi neutralizada com
carbonato de bãrio (pH 4,5) e centrifugada, para eliminação do 
sulfato de bãrio insolúvel. 0 sobrenadante foi deionizado pelo 
tratamento sequencial com resina cationica (Dowex 50W X 8 , 200 
-400 mesh, forma H+ ) e anionica (Amberlite IR-4B, 25-50 mesh , 
forma 0H ). A solução deionizada foi evaporada sob pressão re­
duzida e os produtos de hidrólise ãcida, rediluídosa um volume 
adequado, foram analisados por c.p. ascendente (fase móvel a e 
vi suaii zadores 1 e 2 ).
3.3.2. Açúcares aminados.
Uma amostra (10 mg) de pol i ssacarídeo foi submetida ã hî  
drõlise mineral forte com acido trif1uoroacético SM, durante 12 
horas ã temperatura de 1009, em tubo selado sob atmosfera de 
nitrogênio. Após hidrólise, a solução ãcida foi diluída e ev a­
porada sob pressão reduzida, com sucessivas adições de água de£ 
tilada para a eliminação total do ácido residual. Cada amostra, 
rediluTda a um volume adequado, foi analisada por c.p. ascendeji 
te e descendente (fase móvel a ,  vi suaiizadores 1 ,  2 e 3 )  e por 
c.f.g.-e.m. (coluna capilar DB-210, 50 + 2359, 409/minuto).
A determinação quantitativa de hexosaminas foi realizada 
sobre os produtos de hidrólise acida do polímero com ácido clc) 
rídrico 6M, por 8 horas a 1009, condições nas quais um melhor 
rendimento destas unidades foi obtido.
3.3.3. Açúcares ácidos.
Uma amostra (10 mg) de pol i ssacarídeo foi submetida ã hi_ 
drõlise ãcida com ácido sulfúrico 0,5M ( 2 ml), em tubo selado, 
durante 18 horas ã temperatura de 1009. Após hidrólise, a so­
lução foi neutralizada com carbonato de bãrio e o sal insolúvel
eliminado por centrifugação. 0 sobrenadante foi evaporado sob 
baixa pressão, rediluTdo a um volume adequado e analisado por 
c.p. ascendente (fase móvel b,  vi suaiizadores 1,  2 e 4 ) .
Os açúcares ácidos foram também investigados nos hidrolj^ 
sados ácidos obtidos com ácido trif 1 uoroacético 1M, ZM e 4M, du 
rante 12 horas a 1009. 0 ácido trifluoroacetico foi eliminado 
das preparações como descrito anteriormente e as amostras fo­
ram analisadas por c.c.d. (fase móvel d,  visualizador 2 ) .
3.4. Redução e Acetilação dos Produtos de Hidrólise Acida dos 
Po 1issa carTdeos de M. pavanaguensis.
Os açúcares redutores de cada polissacarTdeo, previamen­
te hidrolisado, foram reduzidos, em meio aquoso, com excesso 
de boroidreto de sÕdio (pH 9-10), durante aproximadamente 5 ho­
ras a temperatura ambiente. Após redução, o excesso de boroi­
dreto de sódio foi destruído pela adição de ácido acético 2M, 
até ausência de borbulhamento (pH 4 a 5). A solução foi então 
evaporada sob pressão reduzida ã secura, numa temperatura m é ­
dia de 509. 0 ãnion borato, formado pela destruição do agente 
redutor, foi eliminado, devido ao seu caráter inibidor da eta­
pa de a ceti 1 ação , por sucessivas co-desti1 ações com metanol ( 5 
ml) (6 X), sob pressão reduzida. 0 acetato de sódio, ao contrá­
rio ao ãnion borato, atua eficientemente como catalisador na â 
cetilação. A formação do acetato de sódio foi assegurada pelo 
deslocamento do cãtion, presente na forma de borato, através da 
adição de ácido acético glacial ( 2 gotas) ã primeira co-desti- 
1 ação com metanol. Tal estratégia, além de simplificar a técnj^ 
ca, afasta a possibilidade de perdas por afinidade iônica ou d^ 
luição, ao serem utilizadas resinas trocadoras de Tons.
Os alditõis resultantes foram acetilados com 2 ml de uma 
mistura de pi ridina-anidrido acético, 1 : 1 (v/v), durante 12 ho 
ras a temperatura ambiente, na presença do acetato de sódio for 
mado na etapa anterior. A acetilação foi complementada pelo a ­
quecimento ã temperatura de 1009, por 30 minutos. A reação foi 
então interrompida pela adição de água e gelo em excesso e os 
alditõis acetilados extraídos numa partição clorofÕrmio-ãgua.
A piridina residual foi eliminada, sob forma de sulfato de pi- 
ridônio, por lavagens sucessivas da fase clorofõrmica com solu 
ção de ácido sulfúrico 0, OlM (5X) e ãgua destilada (8 X). 0 cio 
rofÕrmio foi evaporado por destilação sob pressão reduzida, a 
temperaturas inferiores a 409 e a mistura de alditõis acetila­
dos redissolvida em clorofórmio anidro, para análise cromato - 
grafica por c.f.g. (coluna convencional OV-225, 1909).
3.5. Metilação da Fração Polissacarídica 0P-I.
Uma amostra (20 mg) do polissacarídeo foi tratada com bo 
roidreto de sódio (pH 9-10), durante 12 horas ã temperatura am 
biente. Após redução, a solução alcalina foi neutralizada com 
ácido acético 2M em banho de gelo (0-29) e dialisada contra ã- 
gua destilada (3X). A fração não dialisãvel foi evaporada até 
a secura e, posteriormente, submetida a metilação com sulfa-
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to de dimetila em solução alcalina, como descrito por HAW0RTH .
De acordo com este processo, o polissacarídeo reduzido 
foi dissolvido em ãgua destilada (1 ml) e metilado por s u c e s ­
sivas adições de hidróxido de sódio a 40% (0,2 ml) e sulfato de 
dimetila (0,1 ml), em intervalos de 10 minutos, durante 3 horas. 
A solução metilante permaneceu sob vigorosa agitação magnética 
por 18 horas, a temperatura ambiente, quando a reação foi i n ­
terrompida por neutralização com acido acético 2M a 0 - 2 9  . o 
pH da solução manteve-se alcalino durante todo o período e, e ­
ventualm e n t e , pequenos volumes de acetona foram adicionados, e 
vitando que a metilação gradativa do polissacarídeo tornasse-o 
insolúvel no meio aquoso. A solução, após diãlise contra água 
destilada (3X), foi evaporada ate a secura e o polissacarídeo 
parcialmente metilado novamente submetido ao método.
ApÕs sucessivas metilações pelo processo acima descrito 
(3 X), o material foi liofilizado e seguiu ã metilação pelo tra 
tamento com óxido de prata e iodeto de metila, segundo o pro -
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cesso descrito por PURDIE e modificado por KUHN et ali. .
0 material liofilizado foi dissolvido em N -dimeti 1 for 
mamida ( 2 ml), com auxílio de leve aquecimento em banho-maria.
A solução resultante foram adicionados iodeto de metila ( 2 ml) 
e óxido de prata (1 grama) e o sistema permaneceu sob vigorosa 
agitação, ã temperatura ambiente e na ausência de luz. Duas no 
vas adições de óxido de prata (1 grama) foram realizadas em i£ 
tervalos de 24 horas. Decorridas 72 horas, o processo foi inter 
rompido pela extração do material metilado com excesso de di- 
clorometano, seguida por filtração em papel e evaporação do sol 
vente. 0 polissacarídeo, apÕs ser submetido novamente ao método, 
foi convertido nos respectivos acetatos de alditÕis parcialmen­
te metilados, como será descrito na seção 3.7.
3.6. Redução com LiAlH^ do Polissacarídeo OP-I Metilado.
Uma amostra do polissacarídeo metilado (20 mg), de acor­
do com os processos descritos na seção anterior, foi solubiliza^ 
da em tetrahi drofurano (Merck) e submetida ao tratamento com hĵ
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dreto de lítio e alumínio (50 mg). 0 agente redutor foi adicio 
nado em excesso até ausência de borbul hame nt o, provavelmente de 
vido a ligeira hidratação do solvente orgânico. Decorridas 18 
horas a temperatura ambiente, o hidreto de lítio e alumínio foi 
destruído pela lenta adição de acetato de etila a 0-29 , segu£ 
da de água destilada, ate ausência de borbul hamento. A mistura, 
acidificada com ácido acético glacial, foi adicionado clorofór 
mio em excesso (3 vol.). Após filtração e eliminação do solvente 
por destilação, o pol issacarídeo metilado carboxi- reduzi do foi 
convertido aos respectivos acetatos de alditõis parcialmente me 
tilados, como descrito na seção 3.7. .
3.7. Análise dos Produtos de Hidrólise Acida do Polissacarídeo 
OP-I Metilado.
Uma amostra do polissacarídeo metilado (5 mg) foi metan£ 
lisada com HCl-metanol 1M, durante 4 horas, sob refluxo em ba­
nho-maria fervente. 0 sistema foi mantido isento de umidade pe 
la adaptação de um recipiente contendo Drierite, na extremida­
de do condensador. A solução metanolisada foi neutralizada com 
carbonato de prata e o sal insolúvel eliminado por filtração em 
papel. Após evaporação até a secura, os metil glicosídeos par­
cialmente metilados foram submetidos ã hidrólise mineral, com 
ácido sulfúrico 1M, durante 12 horas a 1009. Após hidrólise, a 
solução foi neutralizada com carbonato de bário, centrifugada e 
o sobrenadante tratado com boroidreto de sódio (pH 9-10), du­
rante 12 horas â temperatura ambiente. A solução, neutralizada 
com ácido acético 2M a 0-29, foi evaporada até a secura em tem 
peraturas inferiores a 409. 0 s íons sódio foram convertidos em 
acetato de sódio, enquanto que os íons borato foram eliminados
pela co~desti1 aça o com mGtanol, como descrito anteriormente.
A acetilação dos alditois parcialmente metilados foi pro 
cedida pelo método convencional, com piridina e anidrido acéti 
co numa relação 1 : 1  (v/v) e os derivados aceti 1 ados extraídos njj 
ma partição clorofÓrmio-agua. Os produtos de hidrólise ãcida do 
polissacarTdeo metilado e do polissacarídeo metilado e reduzi­
do, foram analisados por c.f.g. e por c.f.g.-e.m. e os cromato 
gramas obtidos comparados entre si.
3.8. Oxidação com N a 10 ̂  do PolissacarTdeo OP-I.
Uma amostra ( 2 0  mg) do polissacarTdeo foi submetida ã o 
xidação com meta-periodato de sódio, numa concentração final de
0,02m  (10 ml), durante 120 horas, ã temperatura de 0-29 e na
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ausência de luz . A reaçao foi acompanhada por experimento
controle, onde o metil Q-galactopiranosTdeo foi submetido ã o ­
xidação nas mesmas condições. Durante o perTodo decorrido ate a 
oxidação completa das amostras, o consumo de meta-periodato de
sódio, requerido no processo oxidativo, foi determinado por ti-
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tulaçao iodometrica reversa . 0 acido formico e o formajl
-r 1 1 “* -
deTdo liberados na reação também foram investigados. 0 s re­
sultados foram relacionados ao peso seco do pol i ssacarTdeo e ex̂  
pressos em termos de mol de açúcar anidro, cujo peso molecular re 
presenta a média ponderada dos pesos moleculares das unidades 
constituintes do polTmero.
3.8.1. Determinação do consumo de NalO^.
0 consumo de meta-periodato de sódio foi determinado pe 
la titulação de alTquotas (1 ml), retiradas da solução oxidante
em diferentes intervalos de tempo, utilizando solução padroni­
zada de tiossulfato de sódio 0,005w como titulante e amido a 1% 
como indicador. 0 consumo, expresso em termos de mol de hexose 
anidra, foi calculado através da seguinte expressão:
(B-A) X da solução oxidante X M' X PM
C = —  ---------------------------------------------------- , onde,
alíquota titulada (ml) X amostra (mg) X 1000
B = volume de tiossulfato de sódio gasto para a titulação de alíquotas 
do branco;
A = volume de tiossulfato de sódio gasto para a titulação de alíquotas 
da solução oxidante que continha a amostra;
M ’ = molaridade da solução de tiossulfato de sódio padronizada;
PM = aproximação do peso molecular médio dos açúcares constituintes do 
polissacarídeo, calculado em função de sua composição química per 
centual;
C = consumo de meta-periodato de sódio por mol de açúcar anidro.
Através dos dados de consumo de meta-periodato de sódio 
por mol de hexose anidra e em função do tempo em que foram de­
terminados, obteve-se uma curva de oxidação, onde o valor real 
do grau de oxidação do polímero foi obtido por extrapolação da 
inclinação da curva ao tempo zero.
3.8.2. Produção de ãcido fórmico e formaldeído.
0 acido f õrmi co, 1 i berado no processo oxi dati vo, foi deter 
minado pela titulaçãode alíquotas ( 2 ml) da solução oxidante,co­
mo descrito na seção 1.5. . 0 cálculo do teor de ãcido fÕrmico
liberado por mol de açúcar anidro foi determinado pela seguinte 
expressão:
( A - B ) X Vt da solução oxidante X M ”  X PM 
p = --------------- í   onde ,
alíquota titulada (ml) X amostra (mg) X 1000
A = volume de hidróxido de sodio gasto para a titulação de alíquotas 
da solução oxidante que continha a amostra, apos o término da re 
ação;
B = volume de hidróxido de sódio gasto para a titulação de alíquotas 
do branco;
M ”  = molaridade da solução de hidróxido de sódio padronizada;
PM = aproximação do peso molecular médio das hexoses constituintes do 
polissacarídeo, calculado em função de sua composição química per 
centual;
P = produção de ácido fórmico por mol de açúcar anidro.
Na determinação titulométrica de acido fórmico, não foi 
considerada a percentagem de sulfato presente na molécula.
A liberação de formaldeído no processo oxidativo foi iri 
vestigado colorimetricamente, como descrito na seção 1.5.
3.9. Degradação Tipo Smith do Polissacarídeo OP-I.
Uma amostra do polissacarídeo foi oxidada com meta-pe - 
riodato de sÕdio, como descrito na seção anterior. Decorridas 
1 2 0 horas de reação, o excesso de agente oxidante foi elimina­
do pela adição de etileno-glicol (1 ml) e a solução,contendo o 
polissacarídeo oxidado, foi dialisada contra água corrente. Os 
polialdeídos não dialisãveis foram tratados com boroidreto de 
sÓdio (pH 9-10), durante 12 horas a temperatura ambiente. Após 
neutralização com ácido acético 2M a 0-29 , a solução foi no­
vamente dialisada contra água destilada (3X). A fração não dij* 
lisãvel foi evaporada até a secura e submetida a hidrólise ãci^ 
da com ácido sulfúrico 0,5M (2 ml) por 7 horas a 1009. Após hi_
drÕlise, a solução ãcida foi neutralizada com carbonato de bã- 
rio (pH 4,5) e centrifugada. 0 sobrenadante teve seu volume rê  
duzido por evaporação e uma parte dele foi analisada por c.p. 
ascendente (fase movei a, vi suaiizadores 1, 2 e 3).
0 material hidrolisado restante, derivatizado a acetato 
de alditol como previamente descrito, foi analisado por c.f.g. 
(coluna convencional ECNSS-M), sob programação de temperatura 
(120-1809, 40/minuto).
3.10. Reações de Aglutinação EspecTficas entre Lectinas e a 
Fração 0 P - I .
As propriedades imunoquTmicas da fração polissacarídi-
ca isolada de oviduto-prÕstata de M . paranaguensis foram i nve£
tigadas, em colaboração com o Professor Uhlenbruck (Colônia ,
Alemanha), através de reações de aglutinação com lectinas espe
cTficas ãs unidades terminais não redutoras de fucose ou galactose.
As lectinas específicas para unidades de D-galactose ter
minais não redutoras foram isoladas de Geodia cynodium (espécie
de esponja) e de Tridacna gigas (espécie de ostra), enquanto que as
especificas para unidades de L-fucose terminais não redutoras fo
ram isoladas de soro de Anguilla anguilla (espécie de enguia) e das
sementes de duas plantas leguminosas, Lotus tetragonolobus e
6 0
Ulex europaeus. •
3.11. Carboxi-redução da Fração OP-I.
A carboxi-redução da fração OP-I ( 8 mg) foi realizada ij 
utilizando cloridrato de 1 -eti 1 -3 (3 - d i meti 1 ami nopropi 1) carbodii^ 
mida como agente ativante , e boroidreto de sódio, como agente re-
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dutor, segundo o processo descrito por TAYL0R & C0NRAD .
III. RESULTADOS E DISCUSSÃO
1. ISOLAMENTO DA FRAÇAO POLISSACARÍDICA DE OVIDUTO-PRÚSTATA DE
M. paranaguensis.
Dos moluscos Gastropoda coletados no litoral paranaense 
(Antonina), foram selecionados para a dissecação do oviduto-prós 
tata apenas os espécimes adultos de grande porte. Os meses mais 
favoráveis a coleta foram os de março a outubro.
Aproximadamente quatrocentos espécimes de M. paranaguen 
sis foram utilizados na presente investigação.
Os órgãos (ovidutos-próstata), recentemente dissecados, 
foram lavados em água destilada, transferidos para um recipie_n 
te contendo acetona e homogeneizados em liquidificador, a fim 
de eliminar pigmentos e de inibir atividades enzimãticas que 
pudessem alterar a natureza de seu conteúdo em carboidratos.
As etapas envolvidas no isolamento da fração po lissaca- 
rídica de oviduto-prÕstata de M. paranaguensis estão represen­
tadas no Esquema B.
A dei i pi di fi cação do resíduo I (135 gramas) foi realizjj 
da através de tratamentos sucessivos com n-butanol saturado com 
água e com uma mistura de clorofórmio-metanol, 2 :1 , v/v, como 
descrito em materiais e métodos.
A fração lipídica, solúvel em clorofórmio, correspondeu
ISOLAMENTO DA FRAÇÃO POLISSACARÍDICA 
DE OVIDUTO-PRÖSTATA DE M. paranaguensis
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os s o b r e n a d a n t e ?  f o r a m  r e u n i d o s ,  f i l t r a d o s  e os 
s o l v e n t e s  e v a p o r a d o s ;  o r e s í d u o  o b t i d o  foi so- 
l u b i l i z a d o  em c l o r o f ó r m i o ,  c o r r e s p o n d e n d o à  fra 
ção l ip ídica ;
a nt es  de ser pesado, o pó c e t ó n i c o  fnj 
t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e
S R C O
a 7% do põ cetônico inicial,em termos de seu peso seco. Esta 
fração não foi investigada no presente trabalho.
2. PURIFICAÇÃO DA FRAÇAO POLISSACARÍDICA DE OVIDUTO-PRCSTATA DE
M. pavanaguensis .
As etapas envolvidas na purificação da fração polissaca- 
rídica de ovi duto-prõstata de M. pavanaguensis  estão represeji 
tadas no Esquema C.
0 tratamento do põ cetônico com enzimas proteol Tti cas.com
1 0 6
plementado pelo método de desproteinização de SEVAG , permi­
tiu a obtenção de uma fração pol i ssacarídi ca de coloração braji 
ca, totalmente solúvel em agua, formando soluções bastantes viŝ  
cosas. 0 peso seco desta fração, recuperada sob a forma de põ 
cetônico, demonstrou a presença de 2 0 % de água de hidratação , 
normalmente observada em preparações polissacarTdicas. Foi tam 
bém observado que a liofilização desta fração não alterou seu peso 
seco, que passou a servir de parâmetro quantitativo para as a- 
nãlises químicas posteriormente realizadas.
0 teor proteico da fração pol i ssacarídi ca de oviduto-prõjs
tata de M. pavanaguensis  foi investigado pelo reagente fenõli-
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co de Foi i n-Ci ocal teau , segundo LOWRY et al , apÕs o processo de 
desprotei ni za ção, indicando a ocorrência de apenas 2% de proteí^ 
nas em termos de seu peso seco. No entanto, a presença de pro­
teínas não foi observada na anãlise desta fração por espectros^
•  ̂ - 1 3 rcopia de r.m.n. C.
A dosagem de açúcar total, pelo método do fenol -ácido 
sulfúrico39 , na fração livre de proteínas, indicou que apenas 
39,0% de seu peso seco (pÕ cetônico) era constituído por carbo^
PURI FI CAÇÃO DA FRAÇAO P O L I S S A C A R l D I CA DE 
OVIDUTO-PROSTATA DE M. paranaguensis.
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dratos dosáveis pela técnica. 0 baixo teor em açúcar total o b ­
servado não pode ser atribuído apenas a presença de ãgua de hî  
dratação (20%). Entretanto, é conhecido que certas unidades 
constituintes de polissacarídeos amplamente difundidos na nat£ 
reza, como as hexosaminas e o acido neuramínico, não são dosa­
das pela técnica do fenol-ãcido sulfúrico. Estas unidades são 
incapazes de formar furfural na presença de ãcido sulfúrico coji 
centrado, devido a presença de um grupo amino no c a r b o n o - 2 ,  
condição sine qua non  para a formação de um produto cromóforo 
na reação com o fe nol.
Igualmente importante é o fato de que carboidratos e s ­
truturalmente distintos, quer por conformação, tamanho do anel 
ou presença de grupos substituintes, apresentam absorção má xi­
ma em comprimentos de onda diferenciados, muitas vezes com ab- 
sortividades molares bastante distintas. Isto torna a técnica in­
conveniente para a aplicação no estudo de heteropolissacarfdeos, 
sem que fatores de correção sejam levados em consideração.
Os produtos de hidrólise ácida da fração polissacarídica 
de oviduto-prostata de M. paranaguensis  foram analisados por c. 
p. ascendente (fase movei a, vi suaiizadores 1, 2 e 3). Através 
da co-migração com padrões dos respectivos monossacarTdeos, foi 
constatada a ocorrência de unidades de ãcido urônico (Rga i = 
0,16), hexosamina (Rça-| = 0,82), galactose ( Rq& -j = 1 ,0 0 ), glu­
cose (RGal = 1.16) e fucose (Rga -| = 1.54) como constituintes do 
polTmero (Fi g .1 ).
§
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A-l A-2 A-3 P-l P-2 P-3
Fig. 1 - ANALISE POR c.p. ASCENDENTE (FASE MOVEL a , VISUALJ_
ZADOR 1) DOS HIDROLISADOS (H 2 S0 4 0,5M por 12 h a
1009) DAS FRAÇÕES POLISSARÍDICAS ISOLADAS DO OVIDU
TO-PRÕSTATA DE M. paranaguensis  POR PRECIPITAÇÃO 
COM CETAVLON
A-l Hidrólise ácida da fração OP (fração bruta)
A-2 Hidrólise ãcida da fração OP-pH 8,5
A-3 Hidrólise ãcida da fração OP-pH 7,0
P-l Galactose e fucose
P- 2 Acido glucurónico e glucose
P-3 Glucosamina
3. precipitação fracionada com base quaternAria da FRAÇAO po- 
lissacarTdica de oviduto-prCstata de M. pa ra naguensis .
A fração polissacarídica de oviduto-prÕstata de M. para 
naguensis  foi purificada por precipitação fracionada com base 
quaternária (Cetavlon), de acordo com o processo utilizado por
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DUARTE & JONES para a purificação da galactana de glândula 
de albúmen de Strophocheilus o b l o n g u s. Duas frações distintas 
foram obtidas, uma em pH 7 e outra em pH 8,5 (na presença de 
tampão borato), com rendimentos próximos a 1 e 0,5% em termos 
de peso de põ cetÔnico, respectivamente.
A fração ácida (OP-pH 7), sob a forma de complexo polis- 
sacarTdeo-base quaternária, foi tratada com cloreto de sódio 
0,25m para a eliminação de ácidos nucleicos (Esquema C ). Nes^ 
tas condições, a competição entre os Tons cloreto e o poliele- 
trõlito pelo sitio eletrofTlico da base quaternária, favorece 
apenas a descomplexação de interações iÔnicas fracas; por con­
seguinte, somente complexos do tipo pol i ssacarídeo-base quatej2 
nãria são cindidos, enquanto que complexos do tipo ácido nuclei^ 
co-base quaternária, que envolvem interações iÔnicas mais for­
tes, permanecem na forma de complexo insolúvel e podem ser eli^ 
minados por centrifugação. A fração polissacarídica OP-pH 7, cori 
tida no sobrenadante, foi recuperada pelo tratamento com etanol 
(4vol.) e o precipitado, obtido por centrifugação, foi lavado com 
etanol para a eliminação da base quaternária.
A fração OP-pH 7 foi então submetida à hidrólise ácida 
(ácido sulfúrico 0,5m, por 12 horas a 1009) e seus produtos de 
reação analisados por c . p . ascendente ( fase móvel a, visualizador
1). Desta forma, quatro componentes foram observados.com
de 0,16, 0,83, 1,00 e 1,55. Suas migrações cromatograficas fo 
ram equivalentes as observadas para padrões de ãcido urônico, 
hexosamina, galactose e fucose, respectivamente. (Fig. 1)
Os derivados acetilados dos produtos de hidrólise ácida 
(açúcares neutros) da fração OP-pH 7 foram analisados por c.f.g. 
(coluna convencional OV-225, 1909), confirmando a presença de 
unidades de fucose e galactose, numa relação molar de 1:1 (Fig. 
2). Este resultado contraria a relação molar de 0,53:1 em u-
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nidades de fucose e galactose, obtida por IACOMINI et al. pâ  
ra a fração OP-pH 7 de M. pa va na gu en si s. A natureza desta di£ 
cordãncia não foi bem esclarecida.
A fração neutra (OP-pH 8,5) foi precipitada na forma de 
um complexo polissacarTdeo-borato-base quaternária. A descom- 
plexação foi realizada por sucessivas lavagens do precipitado 
com ãcido acético 2M, seguido de tratamento com etanol (4vol.), 
para eliminação da base quaternária e recuperação do polissa- 
carTdeo por centrifugação.
Os produtos de hidrólise ãcida (ãcido sulfúrico 0,5M,por
12 horas a 1009) da fração OP-pH 8,5 foram analisados por
c.p. ascendente (fase mõvel a ,  visualizador 1 ) .  Dois componen 
tes foram observados, com valores de Rga -| de 1,15 e 1,00, com
patTveis ã co-migração de padrões de glucose e galactose, res^
pectivamente (Fig. 1).
A análise por c.f.g. (coluna convencional OV-225, 1909) 
dos açúcares neutros desta fração, na forma de poliÕis aceti­
lados, demonstrou uma relação molar de 4:1 entre unidades de
glucose e galactose. Não foram investigados aspectos estrutu­
rais deste polissacarTdeo, no presente trabalho.
Fig. 2 - ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA (H2 S0 4 0,5M
POR 12 h a 1 009) DA FRAÇAO OP-pH 7 POR c . f . g . (COLUNA 
OV-225 A 3% EM CH R O M . Q, 1 909), NA FORMA DE ACETA _ 
TOS DE ALDITCIS.
I - fucitol penta-O-acetato 
II- galactitol hexa-0-acetato
Estudos realizados por PQNTAROLO numa fraçao polissa- 
carídica contendo galactose e glucose, isolada de placenta bo­
vina, demonstraram que tal fração não era formada por um hete- 
ropolissacarTdeo, mas por uma galactana complexada com glicoge 
'ni o.
4. HOMOGENEIDADE DA FRAÇAO POLISSACARlDICA DE OVIDUTO-PRÕSTATA
DE M. pavanaguensis  .
A homogeneidade da fração pol issacarTdica OP-pH 7 foi 
testada por cromatografia de filtração em gel, utilizando pe­
neiras moleculares BIO-GEL (BIO-RAD) com limites de exclusão 
de 30 mil (P-30 mil), 100 mil (P-100 mil), 1,5 milhões (A-1,5 
milhões) e 5 milhões (A-5 milhões) de daltons. Em BIO-GEL P- 
30 e P-100 mil, uma amostra desta fração foi totalmente excluí 
da do leito cromatografico. 0 perfil de eluição nestes gê ispo 
de ser observado nas Figuras 3-A e 3-B , respectivamente. Em
BIO-GEL A-1,5 milhões, a amostra foi eluída logo após o volu­
me morto da coluna. Porem, o perfil de eluição neste gel, re­
presentado na Figura 3-C , não foi esclarecedor. Em BI0~GEL A 
- 5  milhões, a amostra foi totalmente incluída, apresentando um 
perfil de eluição caracterizado por uma distribuição homogênea 
em um único pico, como demonstra a Figura 3-D . Nas condições 
experimentais utilizadas, tanto em BIO-GEL A-1,5 como em A - 5  
milhões, não foi observada nenhuma dissociação da fração polis^ 
sacarídica OP-pH 7.
Atualmente, tem sido comprovado por vários autores que
heteropolissacarídeos ácidos de ocorrência natural constituem famílias
F i g .  3 - INVESTIGAÇÃO DA HOMOGENEIDADE DA FRAÇAO OP-pH 7 POR
FILTRAÇAO EM GEL DE AGAROSE
Amostras (10 mg) da fração OP-pH 7 foram cromatografadas em colunas 
(30 x 1,0 cm de d.i.) de Bio-gel com diferentes limites de exclusão. Aceta­
to de amónia foi utilizado como eluente (fluxo médio de 90 ml/h). As alTquo- 
tas coletadas (1 ml) foram analisadas para carboidrato total e o volume mor 
to foi determinado pela aplicação de azul de dextrana.
A - Bio-Gel P-30 mil, Vo = 7 ml.
B - Bio-Gel P-100 mil, Vo = 8 ml.
C - Bio-Gel A-1,5 milhões, Vo = 10 ml.
D - Bio-Gel A-5 milhões.
de polímeros relacionados, com diferenças na distribuição de 
substituintes portadores de carga na macromolécu 1 a .
REES e colaboradores ' »investigando aspectos estruturais das carra
genanas (galactanas isoladas de algas rodõfitas), c l a s s i f i c a ­
ram-nas em seis frações distintas, ao invés das duas anterior­
. . 105 _  ,  . -
mente descritas . Estas galactanas apresentaram variações no 
posicionamento dos grupos sulfato, bem como na proporção entre 
estes grupos e as unidades de 3 ,6 -ani dro-B-gal ac tose. Assim, eŝ  
tas variações estruturais permitiram a estes pesquisadores a se 
paração dos diferentes polímeros que constituem a carragenana , 
por cromatografia de troca iônica.
41 , 42
Da mesma forma, DUCKWORTH & YAPHE , investigando a ho­
mogeneidade de uma amostra comercial de ãgar (Difco) em coluna 
de DEAE-Sephadex A-50, demonstraram que o mesmo é constituído 
por uma mistura complexa de vários polissacarídeos com a mesma 
estrutura básica, que apresentam variações quanto a l o c a l i z a ­
ção e distribuição dos grupos portadores de carga.
As glicosaminoglicanas (mucopolissacarídeos) , macromolé- 
culas que ocorrem numa grande variedade de organismos, exercem 
particular importância no tecido conectivo de mamíferos, onde 
diferentes tipos têm sido observados.
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LINKER & HOVINGH , estudando a caracterização de uma 
destas frações mucopolissacarTdicas, demonstraram que o sulfa­
to de heparitin não i um composto simples, mas constitui uma 
famTlia de polímeros relacionados, que apresentavam variações 
no teor de sulfato e na distribuição de cargas na macromolecu- 
la.
Portanto, em cromatografia de troca ionica de heteropo
*•* 7 71 issacarídeos ácidos, tem sido observado que a afinidade de 
um polímero pelo leito cromatogrãfico serã proporcional ao seu 
caráter acídico, propriedade que, bem explorada, permite a oj) 
tenção de subfrações quimicamente homogêneas, aptas para estui 
dos estruturais.
Levando em consideração os resultados obtidos por estes 
autores, a fração heteropolissacarTdica sulfatada, OP-pH 7 ,
foi submetida a cromatografia de troca iônica em coluna de 
DEAE-celulose (forma Cl"), uma dextrana parcialmente substi - 
tuTda em 0 - 6  das unidades de g-glucose pelo radical dietilami^ 
noetil (base quaternária).
Uma tentativa de fracionamento da fração OP-pH 7 em co 
luna de DEAE-celu1ose (forma Cl") foi realizada sob dois pro­
cessos de eluição: um em gradiente continuo (solução de clore 
to de potássio 0-2M) (Fig. 4) e outro em gradiente descontínuo ( ã - 
gua, seguida de soluções de cloreto de potássio 0,25, 0,50 ,
0,75, 1 ,00 e 2,00M) de concentração(Fig. 5 ).Nestes experimentos 
não foi observada, pelos reagentes apropriados, a presença de 
carboidratos na eluição com água e com hidróxido de sódio 
0,1m. As análises para carboidrato total, grupo sulfato, he- 
xosaminas e teor proteico foram realizadas apenas nas frações 
obtidas pela eluição com gradiente descontínuo, enquanto que 
0 perfil de eluição com gradiente contínuo foi acompanhado a ­
penas pela dosagem de carboidrato total. Em virtude da difi­
culdade de reprodutibi1 idade dos dados obtidos pela eluição 
com gradiente contínuo (ausência de controle adequado da for­
ça iônica do eluato), foi dada preferência ao segundo proces-
V (mt)
Fig. 4 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA DE FRAÇfiO OP-pH 7 EM
DEAE-CELULOSE (FORMA Cl"), COM EL UIÇAO POR GRADIEN­
TE CONTÍNUO.
Uma amostra (10 mg) da fração OP-pH 7 foi cromatografada em co­
luna (25 x 1,6 cm de d.i.) de DEAE-celulose (forma Cl ) com fluxo médio de
90 ml/h, obedecendo ao seguinte esquema de eluição: (a) água; (b) gradien­
te contínuo de KC1 de 0 - 2 M\ (c) KC1 2M e (d) NaOH 0,1 M. Não foi detectada 
a presença de carboidratos nos eluatos (a) ,  (c) e (d).  As alíquotas cole-
• _ 3 9
tadas (2 ml) foram anaíisadas para carboidrato total .
so de eluição, na purificação da fração polissacarídica OP-pH 
7 por cromatografia de troca ionica.
De acordo com a Figura 5 , a maior subfração polissacji 
rTdica foi eluTda com solução de cloreto de potássio 0,25M(fr^ 
ção 0 P - 1 , 70%), enquanto que subfrações com menor rendimento 
foram obtidas na eluição com soluções de cloreto de potássio 
0,50A? (OP-II, 10%), 0,75A1 (0P-III, 5%), 1,00M (OP-IV, 6 %) e 
2,00M (0P-V, 3%).
Deste modo, somente a subfração de maior rendi mento (0P - 
I) foi selecionada para estudos estruturais, sendo as demais 
subfrações investigadas com vistas ã composição química.
Um estudo comparativo sobre a composição química das dî  
ferentes subfrações 0 P - I ,  0 P - I I ,  0 P - I I I ,  0 P - I V  e 0 P - V ,  demons^ 
trou serem elas constituídas pelos mesmos componentes, com re 
lações molares diferenciadas,conforme os dados obtidos por c. 
f.g;(coluna convencional 0V-225, 1 9 0 9 )  dos produtos de hidró­
lise (ácido sulfúrico 0,5A?a 1009)  das frações (Tabela I ).
Realmente, a subfração 0P-II contem um maior teor em u ­
nidades de fucose, enquanto que a subfração 0P-III possui a
★
maior proporção observada em unidades de hexosamina. Com rela^ 
ção ã distribuição de grupo sulfato nas diferentes subfrações, 
foi observado que a subfração 0P-I apresentou a menor propor­
ção deste semi-éster (0,8%). Em contrapartida, a subfração 0P 
-III apresentou o maior teor em grupo sulfato. Isto está de â 
cordo com o comportamento cromatogrãfico observado paraoutros 
polissacarTdeos sulfatados, onde polímeros com menor teor em
•r- . 4 1 ,7 7
grupo sulfato foram eluidos com soluçoes de baixa força ionica.
20
* Estimativa visual pelo método de ELSON-MORGAN, modificado por BOAS .
gg GRUPOS SULFATO
Fig. 5 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA DA FRAÇfiO OP-pH 7 EM
DEAE-celulose (FORMA Cl"), ELUIÇAO POR ETAPAS
Uma amostra (100 mg) da fração OP-pH7foi cromatografada em coluna 
(50 x 3 cm de d.i.) de DEAE-celulose (forma Cl~), utilizando o seguinte eŝ  
quema de eluição: (a) água; (b) eluição por etapas com concentrações cres­
centes de KC1 (0,25M\ 0,50M; 0,75W; 1,00M; 2,00Af) e (c) NaOH 0,lM . Não foi 
detectada presença de carboidratos nos eluatos (a) e (c) .  Aŝ  frações poli_s
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Açúcar Total0 Sulfato** Proteínae
OP-I 50 50 46,1 0 , 8 0 , 8
OP-II 60 40 42,0 6 , 2 2 , 6
OP-III 33 67 41,2 10,7 1,7
OP-IV 25 75 43,7 5,0 -
OP-V 20 80 39,8 2 , 8 -
a Frações polissacarTdicas obtidas no fracionamento do polímero OP-pH 7
em coluna de DEAE-celulose (forma Cl”), sob eluição em etapas com coji
centrações crescentes de KC1: 0,25M, OP-I; 0,5M, 0P-II; 0,75M, OP-III;
1,0QM, OP-IV; 2,00M, OP-V;
^ Relações molares aproximadas, obtidas pela analise por c.f.g. (coluna
convencional OV-225 a 3% em Chrom Q, 1909) dos produtos de hidrólise
acida^SO^ 0,5m  por 12 h a 1009) das diferentes frações, na forma de
acetatos de alditõis;
c Dosado pelo método de fenol-ácido sulfúrico, descrito por DUBOIS et 
39 _
al. e expresso em termos de peso seco das frações;
j ^ 6
Dosado pelo método da benzidina, segundo ANT0N0P0UL0S e expresso em
peso seco das frações;
e Determinada através do reagente fenõlico de Folin-Ciocalteau pelo mé-
8 1
todo de LOWRY et dl. .
0 processo de purificação em DEAE-celulose da fração 0P- 
pH 7 permitiu a obtenção de subfrações polissacarídicas com teo 
res variáveis de proteína, sendo que a fração selecionada pa­
ra estudos estruturais (OP-I) apresentou um teor proteico de 
0 ,8 %,aproximadamente quatro vezes inferior ao do polímero ori­
ginal,obtido pela precipitação com base quaternária.
Em resumo, as diferentes subfrações, obtidas do oviduto- 
prÕstata de M. paranaguensis  por cromatografia de troca ionica 
(DEAE-celulose), provavelmente não constituem polissacarídeos 
distintos, mas uma família de polissacarídeos que contem uma 
mesma estrutura básica, com proporções diferenciadas entre suas 
unidades. Os dados são ainda insuficientes para diferenciá-las 
sob critério de polimolecularidade e/ou polidispersidade.
5. COMPOSIÇÃO QUÍMICA QUALITATIVA DA FRAÇAO OP-I
A análise por c.p. ascendente (fase mõvel a, visualiza- 
dores 1, 2, 3) dos produtos de hidrólise ácida da fração OP-I 
( acido trifluoroacético líí, por 12 horas a 1009 ), assinalou a ocor­
rência de unidades de fucose, galactose, hexosamina e ácido u- 
rÔnico como constituintes no polímero, identificadas pela co- 
migração com os respectivos padrões, nas mesmas condições (Fig. 
6 ).
0 rendimento em unidades de hexosamina e ácido urÔnico 
não foi apreciável (Fig. 6 ), devido ãs condições de hidrólise 
empregadas visarem principalmente a liberação dos açúcares netj 
tros da fração.
Este hidrolisado, quando analisado por c.f.g. ( coluna
A
•  •  •  0






i  í  7
te m  n
F í g .  6 - A N S L I S E  POR c . p .  ASCENDENTE { FAS E MOVEL a, V I S U A L I ■ 
ZADORES 1 £ 3 )  DOS PRODUTOS DE H I D R 0 L I S E  ACIDA DA 
FRAÇÍ O C P - I .
A - visualizador 1 (nitrato de prata alcalino)
8 - visualizador 3 (ninidrina a 0,2% em acetona)
Padr ões:
Amostras hidrolisadas:
P-l galactose e fucose 
P-2 cloridrato de glucosamina 
P - 3 ácido glijcLirõnico
A-l ácido trifluoroacético lM por 12 iTà 100Q
A-2 acido trifluoroacético 4w por 12 h a 1009
A '3 ácido trifluoroacético &f por 12 h a 1 OOP
A -4 ácido clorídrico 6M por 8 h a lOCç
convencional OV-225, 1909), na forma de acetatos de alditois , 
confirmou a ocorrência de fucose e galactose como açúcares ne£ 
tros. Os tempos de retenção (T) e a quantificação relativa dejs 
tas unidades foram determinados utilizando o arabinitol penta- 
O-acetilado como padrão interno (Fig. 7 ). Nas condições utili^ 
zadas, hexosaminas e ácidos urÔnicos não podem ser detectados.
A mesma composição em açúcares neutros foi determinada pe
la análise do hidrolisado da fração OP-I por c.f.g.-e.m.» uti­
lizando coluna capilar DB-210 (50 ■+ 235, 409/minuto). Os espec: 
tros de massa (i.e.), corresponderam aos perfis de fragmentação 
de fucitol (m/e 145, 217, 231, 289, 303), I , e galactitol (m/
73
e 145, 21 7, 289, 361 ) per-O-aceti1ados ,11 (Fig. 8-A).
Realmente, a análise das frações OP-pH 7 e OP-I por espectrosco 
1 3pia r.m.n.- C , confirmou a presença de fucose pela a ­
tribuição do sinal em 6 17,1 ao carbono metílico (CHg) destas
6 1,63, 103
uni dades ( Fi g ' s 9 e. 1 7).
A ocorrência de unidades de hexosamina nos produtos de hî
drõlise ácida da fração OP-I foi determinada por diferentes prc>
cessos analTticos.
A análise por c.p. ascendente (fase móvel a ,  visualizado 
res 1 e 3) dos produtos de hidrólise ácida da fração OP-I (Fig. 
6 ), obtidos por tratamento com ácido clorídrico 6M por 8 ho­
ras a 1009, demonstrou que estas condições, apesar de causarem 
a destruição parcial dos açúcares neutros, fornecem um bom reji 
dimento em açúcares aminados. Outras condições de hidrólise não 
apresentaram rendimento apreciável, conforme será discutido pos^ 
teriormente. Neste cromat ograma, a hexosamina foi comprovada
113




Fig. 7 - ANALISE DO HIDROLISADO DA FRAÇAO OP-I (H2 S0 4 0,5M
POR 12 h A 1009) POR c.f.g. (COLUNA CONVENCIONAL 
0 V-225 A 3% EM C H RO M. Q, 1909), NA FORMA DE ACETA 
TOS DE ALDIT0IS.
I - fucitol penta-o-acetato
II - arabinitol penta-0-acetato (padrão interno)
III - galactitol hexa-0 -acetato
R IC  DAI Ai CF 1290085 I I  SCANS 2«  TO 14«















Fig. 8 - ANALISE POR c.f.g.-e.m. (COLUNA CAPILAR DB-210, 50-2359,
409/MINUT0) DOS PRODUTOS DE HIDR0LISE ACIDA DA FRAÇAO 
OP-I, NA FORMA DE ACETATOS DE ALDUOlS.
A- hidrolisado com acido trifluoroacetico 1M por 12 h a 1009 
B- hidrolisado com acido trifluoroacetico SM por 12 h a 1009
428-434 - fucitol penta-0 -acetato (penta-0 -Ac-Fuc)
612 - galactitol hexa-O-acetato (hexa-O-Ac-Gal)
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A análise por espectrometria de massa (_c.f ,g.-e.m. , co­
luna capilar DB-21 0, 50-*-2359, 409/niinuto) dos produtos de hidrõ 
lise ácida da fraçáo OP-I confirmou, mais uma vez, a presença de 
hexosamina na forma do derivado per-o-aceti1ado (m/e 144, 289,
107 _
360) ,111. Entretanto, nestas condiçoes, a separação entre N-a
ceti 1 -glucosaminitol e w-aceti 1 -manosaminitol per-0 -aceti1 ados
não foi possTvel (Fig.8 -B). Estes dados não permitiram concluir
se o polímero continha originalmente o grupo tf-acetil.
A ocorrência do grupo tf-acetil nas frações OP-I e OP-pH7
1 3foi somente evidenciada por r.m.n.- C. Realmente o sinal em 6 
23,8, presente em ambos os espectros, ê indicativo de CHg do gr]j 
po W-acetil. Este dado, juntamente com os sinais de 6 54,8 (CH- 
NH, C-2) e <5 97 ,4 (C-l) (Fig's. 9 e 17), e consistente com a pre
6 1 , 63,1  03
sença do componente W-aceti 1 -a-hexosamina nestas frações ,
conforme sera discutido posteriormente. A constatação de que estas u ­
nidades encontram-se totalmente na forma W-aceti 1a d a , foi obti­
da pela equivalência entre as áreas (peso em mg) dos picos de C-2 
e do carbono metílico do grupo N-acetil.
A espectroscopia de r.m.n.-^H da fração 0P-pH 7 também 
confirmou a presença de CHg do grupo tf-acetil, através do sinal 
de 6 2,5 (Fig. 10), em concordância com os dados obtidos por
65
G0RIN et al. em ( 2-acetami do-2 -deoxi-gl uco )mananas de leveduras.
A ausência de grupos O-acetil e de acetal de ácido pirú
vico nas frações 0P-pH 7 e 0P-I foi comprovada, respectivamente,
_ 68, 81»
por métodos químico (na forma de complexo aceto-hidroxâmico) e en-
_  -  -  1 6 ,4 2
zimático (utilizando desidrogenase láctica de músculo de coelho) , o
- 13que assegura a atribuição dos sinais em <5 23,8 (r.m.n.- C) e em
6 2,5 (r.m.n.-^H) apenas ao CH3 do grupo N -aceti 1 .,
Uma tentativa de identificação do tipo de hexosamina,pre
sente no hidrolisado da fração 0P-I, foi realizada pelo proces-
Fig. 9 - ESPECTRO DE r.m.n.-13C DA FRAÇAO OP-pH 7, OBTIDO A T O O M H z  EM RELAÇAO AO NÜ
CLEO DE ]H, NA TEMPERATURA DE 709, EM D2 0. CJ1
LO
Fig. 10 ESPECTRO DE r.m.n.-1H DA FRAÇAO OP-pH 7, OBTIDO A 100 MHz EM RELAÇAO AO NÜ 




so oxidativo com ninidrina, descrito por STOFFYN & JEANLOZ .
De acordo com este método, os açúcares aminados são de­
gradados a pentoses pela oxidação com ninidrina, em meio con­
tendo piridina como agente tamponante. Assim, a presença da ga_ 
lactosamina e glucosamina pode ser confirmada pela formação de 
lixose e arabinose, respectivamente , entre os produtos da d£ 
gradação. Esta técnica possui o inconveniente de não d i f e r e n ­
ciar açúcares aminados que sejam epímeros em C-2, pois estes 
serão convertidos a uma mesma pentose. Desta forma, glucosami­
na e manosamina são degradadas a arabinose, enqoanto que gala£ 
tosamina e talosamina geram lixose.
No tratamento do hidrolisado da fração OP-I com ninidri­
na, a arabinose foi detectada por c.p. ascendente (fase movei 
c, visualizador 1 ) como único produto de degradação, demons­
trando que unidades de glucosamina e/ou manosamina constituem 
os açúcares aminados presentes nesta fração polissacarídica 
(Fig.ll ).
A configuração das unidades de hexosamina da fração OP-I 
foi primeiramente evidenciada por c.p. descendente (fase móvel 
a , vi suai i zadores 1 e 3), com migração de 90 horas . Este si_s 
tema cromatografico permitiu uma separação apreciável dos clo- 
ridratos de gal actosami na (R Qa -j de 0>51), glucosamina (Rq9 i de 
0,62) e manosamina (RGal de 0,73), sendo que o composto amina- 
do,presente no hidrolisado desta fração (acido clorídrico 6M, 
por 8 h a 1 009), apresentou um Rgal semelhante ao da glucosann 
na (Fig . 12 ).
A ocorrência de glucosamina na fração 0P-I também foi 
comprovada por c.f.g. (coluna convencional 0V-225, 2279). A a-
Fig.
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II - ANALISE POR c.p. ASCENDENTE (FASE Mf5VEL a, VISUALIZA 












A hidrolisado (HC1 SM) da fração OP-I
Padrões
Amostras
ANALISE POR c.p. DESCENDENTE (FASE MOVEL c , VISUALj. 
ZADOR 1) DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA DA FRAÇAO 
O P - I .
Tempo de corrida: 90 horas.
P-l ácido glucurônico e galactose
P-2 análise simultânea dos padrões P-3, P-4 e P-5
P-3 cloridrato de manosamina
P-4 cloridrato de glucosamina
P-5 cloridrato de galactosamina
A-l hidrolisado com ácido trifluoroacetico 6M por 12 h a 1009
A-2 hidrolisado com ácido trifluoroacetico 4M por 12 h a 1009
A-3 hidrolisado com ácido clorídrico 6M por 8 h a 1009
nãlise cromatogrãfica de seus produtos de hidrólise acida (aci^ 
do trif 1 uoroacêtico 5M, por 12 horas a 1 009), na forma de ace- 
tatos de alditõis, indicou a presença de um componente com T 
de 8 , 8  (Fi g . 13 ). Nas mesmas condições, uma co-injeção de pa­
drões sintéticos de W-aceti 1 -hexosaminitõis per-o-aceti 1ados de 
monstrou que o W-aceti1-glucosaminitol apresentou o mesmo T 
do componente aminado da fração OP-I, enquanto que tf-acetil-g_a 
1actosaminitol e W-aceti 1 -manosaminitol não puderam ser d i f e ­
renciados entre si, mas apresentaram um mesmo T (10,1), bas­
tante distinto do /i/-acetil-glucosaminitol (Fig. 14 ).
Portanto, estes dados, combinados com os de espectrosco-
-  13 1 _
pia de ressonância de C e H, sao consistentes com a presen­
ça de w-aceti 1 -glucosamina nestas frações.
0 caráter ácido da fração pol i ssacarídi ca de ovi duto-prõ_s 
tata de M. paranaguensis foi primeiramente evidenciado no p o H  
mero bruto, através da precipitação com base quaternária em pH 
7 e pelo seu equivalente de neutralização (700 por 100 gramas 
de peso seco).
Apõs purificação em coluna de DEAE-celulose a fração m a ­
joritária 0P-I,elu7da da coluna com cio reto de potássio 0,25M, 
demonstrou um equivalente de neutralização próximo ao valor 
da fração original (590 por 100 gramas de peso seco). Em ambos 
os resultados, o caráter ácido observado nãofoi compatível com 
o teor em grupo sulfato, presente nos polímeros 0P-pH 7 e 0 P-I 
numa pequena proporção (3,4% e 0,8%, respectivamente). Tal 
fato sugeriu a existência de uma nova unidade ácida na estrutu 
ra do polímero.
A análise do polímero original e da fração 0P-I pela têc^
Fig. 13 - ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDRÕLISE ACIDA (TFA 5M POR
12 h A 1009) DA FRAÇAO OP-I POR c.f.g. (COLUNA OV- 
225 A 3% EM CHROM Q, 2279), NA FORMA DE ACETATOS DE 
ALDITÕIS
I - fucitol penta-<9-acetato
II - arabinitol penta-o-acetato (padrão interno)
III - galactitol hexa-O-acetato
IV - 2-deoxi-2-acetamido-glucitol penta-0-acetato
!
Fig. 14 - ANALISE POR c.f.g. (COLUNA CONVENCIONAL OV-225 A
37o EM CHROM. Q, 2279) DE W- AC ET IL -H E X O S A M I N U O l S  
PER-O-ACETILADOS
A, B e C - padrões injetados isoladamente 
D - padrões injetados simultaneamente (co-injeção).
nica do carbazol32 sugeriu a presença de ácido urônico nestes 
polTmeros.
Realmente, as unidades de ácido uronico foram observa­
das, qualitativamente, no hidrolisado da fração OP-I, por téc­
nicas eletroforeticas e cromatogrãficas.
A analise cromatogrãfica do hidrolisado da fração OP-I 
por c.p. ascendente (fase móvel b ,  vi suaiizadores 1, 2 e 4 ) , de 
monstrou a presença de um componente com Rça -| de 0,14, compatí 
vel com a migração de ácido urônico. A visualização do cromato
30
grama com azul de bromofenol também indicou para este compos­
to um comportamento semelhante ao de um ãcido urônico (Fig. 15).
Vários processos de hidrólise da fração 0P-1 foram testados,
tais como concentrações de 0,5M de ãcido sulfúrico e de 1m e 4m 
de ãcido tri f 1 uoroacéti c o , por 12-18 horas a 1009 , visando o mê  
lhor rendimento em ãcido urônico. A condição de hidrólise áci­
da que apresentou o melhor rendimento foi aquela utilizando ã- 
cido sulfúrico, conforme demonstra a Figura 15.
A investigação da presença de ãcido urônico,no hidroli­
sado com ãcido sulfúrico da fração OP-I,foi também realizada por 
c.c.d. (fase móvel d e visualizador 2 ) ,  em placas de celulose 
(Merck). Deste modo, foi observada a presença de dois componeji 
tes, com migrações cromatogrãf i cas semelhantes ãs observadas pâ  
ra padrões simples de ãcido glucurÔnico e glucuronolactona. Pa­
ra o isolamento de tais componentes, foi realizada uma cromato-
grafia preparativa nas mesmas condições.
Tais compostos foram então investigados por eletrofore- 
se de alta voltagem, utilizando tampão borato 1 OmM contendo cio
- 66 - . .  ̂ . -r n
reto de calcio SmM . Através deste sistema , foi possível uma
Fi g . 15
Amostras
Padrões
A-l hl hi Pj 1£ 74 í-5
ANALISE POR c.p. ASCENDENTE (FASE MOVEL b, VISUALI - 
2AD0R 4) DDS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA DA FRAÇAO 
OP-I.
A-l - hidrolisado com acido triflgoroacftico 1« por 12 h a 1009
A-2 * hidrolisado com acido trifluoroacetico 4y por 12 h a 1009
A-3 - hidrolisado com acido solfúrico O.SAí por 18 h a 1009
P-l - galactose e fucose
P-2 - çloridrato de glucosamina
P-3 - ácido glucurõnico
P-4 - acido manurõnico
P-5 - ácido galacturõnico
separação razoável entre padrées dos ácidos glucurÔntco (MGal = 2,50), 
ga 1acturÔnico CMGai = 1,95) e manuronico (M Gai = 1,61). Um compo­
nente, com comportamento semelhante ao de ácido glucurônico,foi 
observado no hidrolisado da fração OP-I. Provável mente, em vir t ij 
de do pH alcalino do meio (tampão eletroforetico), não foi de­
tectada a presença de lactonas (Fig. 16).
13 ~Os espectros de r.m.n.- C das frações OP-pH 7 e OP-I, 
como demonstra a Tabela II, apresentam uma estreita semelhança 
no que concerne aosdeslocamentos quTmicos observados.
13 -0 espectro de r.m.n.- C da fraçao OP-I (Fig. 17), acu­
sa a presença de dois sinais em campo baixo, em 6 175,5 e 176,6, 
provavelmente correspondentes aos carbonos carbonílicos das uni^ 
dades de ácido urônico e dos grupos W-acetil, embora não seja 
possível esclarecer a qual estrutura atribuir estes s i na i s“3’61’63.
13 ~0 espectro de r.m.n.- C da fraçao OP-I (Fig. 17) t a m ­
bém fornece, na região correspondente a ressonância de carbonos 
anoméricos (ô 95 a 105), a presença de quatro sinais distintos.
Nesta região, os sinais de C-l em campo mais alto podem 
ser atribuídos a unidades com configuração alfa, enquanto que os
sinais de C-l em campo mais baixo são indicativos de configura-
_ 61 
ção beta .
Dentre os sinais de C-l observados para a fração OP-I,dois 
(<5 97 , 2 e 100,2) estão em campo mais alto, sugerindo que as un^ 
dades que os geraram apresentam configuração alfa.
0 sinal em 6 97 ,2 e tTpico de unidades de 2-ami no (aceta^
6 1 , 1 0 3
mido)-2-deoxi-a-gluco(galacto)piranosi1 . Como a configura­
ção da hexosamina foi previamente estabelecida por outros méto-
Fig. 16 -
to 10 mM. 
Padrões
Amostras
— «----t------------------ ----------•---------«-------- c—
P-l P-2 P-3 A-2 A-l P-4 P-5
0
ELETROFORESE DE ALTA VOLTAGEM (1500V, 10 mA) DOS 
PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA DA FRAÇfiO OP-I






A-l hidrólise ãcida (H0SO4 0,5M por 12 h a 1009)
A-2 preparativa para ãcidos urÔnicos obtida por c.c.d.(fa­
se mõvel d,  visualizador 2)  do hidrolisado A-I
* CURSOR RREQUENCY PPM IN TENS ITY
J 1589 1 5 8 9 5 . 8 6 5 1 7 5 . 5 7 9 0 1 . 0 9 ?
2 16 1 8 1 5 8 0 3 . 1 9 9 1 7 4 . 5 5 5 5 1 . 0 9 8
3 4 2 2 7 9 4 3 3 . 8 9 0 1 0 4 . 2 8 2 e 4 . 9 7 4
a 42 9 3 9 2 7 2 . 3e3 1 0 2 . 4 1 8 8 3 . 0 0 7
5 <141 0 8 9 8 6 . 3 0 9 ° ? . 2 5 9 0 3 . 9 4 2
6 4521 8 7 1 4 . 3 2 0 9 6 . 2 5 4 7 2 . 4 5 5
7 5 0 5 2 7 4 1 8 . 3 9 9 81 . 9 4 0 5 2 .  33 8
e 5 0 8 6 7 3 3 6 . 2 8 8 8 1 . 0 3 3 5 3 . 9 2 6
9 5 1 7 8 7 1 1 0 . 9 2 3 7 8 . 5 4 4 2 2 . 3 7 9
! 0 521 1 7 0 3 0 . 5 3 7 7 7 . 6 5 6 ? 2 . 6 3 3
1 1 5 2 8 0 6 8 6 1 . 1 7 2 7 5 . 7 8 5 6 5 .  3 8 5
12 531 1 6 7 8 5 . e95 7 4 . 9 5 4 1 1 . 0 1 9
1 3 5 3 2 9 6 7 4 1 . 5 2 5 7 4 . 4 6 4 0 2 .  1 44
14 5 3 6 5 6 6 5 4 . 5 4 4 7 3 . 5 0 3 3 4 . 2 0 9
1 5 5 3 7 4 6 6 3 3 . 3 3 1 7 3 . 2 6 9 5 5 . 6 3 7
1 6 5421 6 5 1 7 . 9 0 3 7 1 . 0 9 4 0 5 . 4 1 3
17 5 4 3 2 6 4 9 1 . 0 6 9 7 1 . 6 9 7 6 3 . 7 2 2
1 8 5 4 8 8 6 3 5 3 . 2 9 7 7 0 . 1 7 5 8 3 . 9 5 5
1 o 550  5 £ 3 1 2 . 6 1 4 6 9 . 7 2 6 5 5 . 7 1 8
2e 551 4 6 2 9 0 . 4 0 4 6 9 . 4 8 1 1 8 . 0 1 5
21 5 5 5 3 6 1 9 4 . 9 3 6 6 8 . 4 2 6 6 4 . 304
22 5 3 e 5 5 5 B e .5 1 8 6 1 . 6 4 0 0 6 . 4 7 0
23 5 8 5 7 5 4 5 4 . 0 4 3 6 0 . 2 4 3 1 2 . 5 6 6
24 60 99 4 3 6 6 . 1 0 4 5 3 . 7 4 8 9 2 . 9 6 9
25 7 2 4 6 2 0 6 2 . 5 7 4 2 2 . 7 8 2 3 2 . 280








Fig. 17 - ESPECTRO DE r.m.n-l3C DA FRAÇAO OP-I, OBTIDO A 360 MHz 
EM RELAÇÁO AO NÜCLEO DE ]H, NA TEMPERATURA DE 339,EM D20.
* Os deslocamentos químicos obtidos ã 339 C foram corrigidos para 709 
pelo acréscimo de Ippm (Tabela II ).
DESLOCAMENTOS QUlMICOS*OBSERVADOS NA ANALISE POR r.m.n.-13C DAS FRAÇÜES OP-I e OP-pH 7
N0CLEOS
C - 1. 
C - 2 
C - 3’ 


































3 Deslocamentos quTmicos expressos em <5 (ppm), relativamente ao TMS;
b Espectro obtido em Espectrômetro Varian XL-100-15,a 100 MHz em relação ao núcleo de H, na temperatura de 709. 
c Espectro obtido em Espectrômetro Bruker AM-360 WB, a 360 MHz em relação ao núcleo de H, na temperatura de 3 3 9 . 
Para que pudessem ser comparados com os primeiros, os deslocamentos quTmicos obtidos a 339 foram corrigidos pa 
ra 709 pelo acréscimo de 1 ppm.
* Deslocamentos quTmicos caracteristicamente atribuTdos ãs unidades substituTdas nas posições correspondentes.
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dos, este sinal pode ser atribuído ao C-l das unidades de n-a- 
ceti 1 -a-glucosamin a , pres en te s no polímero em estudo.
As unidades de fucopiranose, em polissacarídeos de ocor
rência natural, geralmente apresentam configuração a-L. Desta
forma, sinal de C-l ( 6 100,2) do polímero OP-I deve ser atribuí
do a fucopiranose na configuração alfa. Entre ta nto, não se pode
assegurar, com base nestes dados, que estas unidades correspori
dam ao enantiÔmero y, dado que a ocorrência de seu enantiÔme-
ro já foi observada em polissacarídeos . Futuramente, isto p^
dera ser comprovado pela identificação (c.f.g.) do derivado qui
ral ( -)-2-octi 1-fucosídeo , de acordo com o processo de LEONTEIN 
76et a l. .
Os sinais de C-l em campo mais baixo ( 6 1 0 3 , 4  e 105,2),
13 ~presentes no espectro de r.m.n.- C da fraçao OP-I, foram a t H
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buídos as unidades com configuração beta , ou seja, galacto 
se e ácido urônico. Entretanto, não se pode afirmar a qual unj 
dade corresponde cada um destes sinais (Tabela II ).
Para efeito de quantificação das áreas presentes nos es- 
1 3pectros de r.m.n.- C realizados, o sinal de 6 105,2 foi atri - 
buído ãs unidades de galactose, enquanto que o sinal de 6103,4 
foi relacionado ao ácido urõnico.
Ainda que hajam evidências cromatograf i cas e- ele troforéti^ 
cas para supor que o composto ácido da fração 0P-I corresponda 
ao ácido glucurõnico, um estudo mais detalhado deverá ser reali^ 
zado neste sentido, envolvendo redução (derivado de carbodiimi- 
da) e degradação (alcalina) específicas neste polímero.
6 . COMPOSIÇÃO QUÍMICA QUANTITATIVA DA FRAÇAO OP-I
A composição quTmica quantitativa da fração OP-I, expres^
sa em termos de seu peso seco, estã representada da Tabela IIL.
Foi detectada no polímero, por método químico , uma pequena
percentagem de proteína (0 ,8%), embora a ressonância magnética 
13 -de C nao tenha demonstrado nenhum sinal que acusasse a presejn 
ça de proteína neste polímero.
Foi também observado que o teor de sulfato (3,4%), pre­
sente no polímero original, reduziu-se a apenas 0 ,8 % na fração 
purificada por coluna de DEAE-celu1ose (fração OP-I). Nehhuma 
investigação foi realizada sobre a localização deste grupo aci­
do , na estrutura do polímero.
A composição química percentual da fração OP-I foi de di_ 
fícil estabelecimento, em virtude da interferência de seus com­
ponentes sobre os diferentes processos analíticos. Com a finalj^ 
dade de minimizar tais interferências, vários fatores de corre­
ção foram estabelecidos-
Para a determinação do teor em açúcares neutros, foi se­
lecionado o método do fenol-acido sulfúrico, por não formar fur 
furai com hexosaminas e corresponder apenas a 42% do valor total 
de ácido urÔnico presente na amostra.
Assim, a percentagem de açúcar neutro da fração OP-I, a­
presentado na Tabela III, foi determinado pela relação
AN = AT + A - B
se ndo,
A = 0,42 X % Fuc e B = 0,42 x %AU
TABELA III








Hexosami nae 21 , 6
Acido Urõnico^ 18,4
Grupo /i/-acetil® 7,2 (10,0)
Grupo Sulfato *1 0 , 8
Proteína 0 , 8
a Na determinação da composição química da fração OP-I, fatores de corre 
ção apropriados foram utilizados;
b Valores percentuais expressos em termos de peso seco da fração;
C **■ -*■ «— 3 9 <*•
Dosado gelo método do fenol-ãcido sulfúrico , excluTndo a percenta­
gem de acido urÕnico;
d ~ -Relaçao molar 1:1, estabelecida pela analise por c.f.g.(coluna conven­
cional OV-225, 1909),dos produtos de hidrólise ácida (H2SO4 0,5M, por 
12 horas a 1009),na forma de alditõis acetiladosj
p _ 20
Dosado pelo metodo de ELS0N-M0RGAN, modificado por BOAS ;
■f —- 3 2
Dosado pelo método do carbazol, segundo DISCHE , excluTndo a interfe­
rência dos açúcares neutros;
® Valor teórico ao teor em hexosamina que, de acordo com a análise por 
r.m.n. de da fração_0P-I, encontra-se totalmente na forma ff-aceti- 
lada. 0 valor entre parêntesis foi determinado experimentalmente pelo 
processo de LUDOWIEG & DORFMAN ;
** Dosado pelo método da benzidina,segundo ANT0N0P0UL0S 6 ;
1 Determinada pelo reagente fenÕlico de Folin-Ciocalteau, segundo LOWRY
o n d e ,
AN = açúcar neutro, em termos percentuais de peso seco da fração;
AT = açúcar total, determinado pelo método do fenol-ãcido sulfúri^
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co e expresso em termos percentuais de peso seco da fra­
ção;
A = termo de correção para a fucose, devido a menor sensibilida­
de do método a estas unidades;
B = termo de correção para o ãcido urônico, a fim de eliminar a 
interferência destas unidades;
Vuc = Percentual de fucose na fração, calculado do teor de AT (cor
rigido para % AU), com base na relação molar de 1:1 (c.f.g.) 
de seus açúcares neutros, ou seja: % puc = 1/ _ g).
= percentual de ãcido urônico na fração, dosado pelo método do 
carbazol descrito por DISCHE32 e expresso em termos percen­
tuais do peso seco da fração (fatores de correção foram con­
siderados).
Os resultados, obtidos nas dosagens de açúcar neutro na 
fração OP-I, foram expressos em termos de um padrão de gala£ 
tose. Foi comprovado experimentalmente que o fator de resposta
do método do fenol-ãcido s u l f ú r i c o 39 ã 6 -deoxi-galactose reduz
-se a 58%, quando comparada com a galactose. Desta forma, foi 
estabelecido um termo de correção ( A = (1 - 0,58) X ^puc )>Pr° 
porcional ao teor em unidades de fucose presente na fração, pa 
ra reparar a menor sensibilidade do método a estas unidades.
Um segundo termo de correção ( B = 0,42 x %^y ) foi es­
tabelecido, a fim de eliminar a interferência (42%) causada pe 
las unidades de ãcido urônico, sobre a percentagem de açúcar to 
tal ( AT ) obtida experimentalmente pelo método citado. Des^ 
te modo, a percentagem de açúcares neutros, apresentada na T a ­
bela III, corresponde a um valor teÕrico obtido apôs a correção
do açúcar total pelos fatores apropriados.
A fórmula para o cálculo do açúcar neutro da fração 
OP-I foi aplicada como segue:
AN = AT + (0,42 X % F u c ) - (0,42 x %ftu)
o n d e ,
AT = 46,1 g/1 0 0gde peso seco de polissacarTdeo;
%puc = 19,2 g/1 0 0 gde peso seco de polissacarTdeo;
7ô j = 18,4 g/1 0 0 gde peso seco de polissacarTdeo.
Assi m;
AN = 46,1 + (0,42 x 19,2) - (0,42 x 18,4)
AN = 46,1 + 8,1 - 7,7
AN = 46,5% ou
46,5 g/1 0 0 gde peso seco de polissacarTdeo.
A relação molar entre as unidades de fucose e galactose 
(1:1) nos produtos de hidrólise ácida da fração OP-I, foi o b ­
tida por c.f.g. (coluna convencional OV-225,1900) segundo o' processo de
_  _  98
triangulaçao de areas, descrito por SAWARDEKER et al. .
Com base nesta relação molar, as percentagens de fucose 
e galactose da fração OP-I, quando relacionadas ao teor de a ­
çúcares neutros expressos em termos de seu peso seco (46, %), 
foram calculadas como sendo de 23,3 moles%, respectivamente 
(Tabela III).
A relação molar entre galactose e fucose, obtida para o 
polTmero OP-I, e distinta daquela observada em polTmeros iso­
lados de outros órgãos de moluscos.
Foi comprovado que os polTmeros isolados de glândula de
albúmen de moluscos do gênero Biomphalaria (B . straminea> B,te_
70 , 100 ~ .
nagophila e B. glab ra ta) e de M. paranaguensts sao despro­
vidos de unidades de fucose.
Entretanto, polissacarTdeos contendo unidades de fucose e
galactose foram assinalados em moluscos de várias espécies.FE^
JÕ et al. detectaram ucopiranose (2%) na fucogalactana iso-
**8
lada de massa de ovas de Ampullarius sp. (Morretes, PR.). Em
glândula de albúmen de Marisa covnuavietis (Pantanal , M S ), foi
. 31*
isolado um heteropolissacarTdeo contendo 7% destas unidades .
Um teor semelhante (1 0 %) de fucose foi determinado no polTmero
21
isolado de Marisa sp.investigado por BRETTING et al.
A quantificação do teor em hexosamina da fração OP-I, se
-  2 0 
gundo o metodo ELSON-MQRGAN modificado por BOAS , foi reali­
zada nos produtos de hidrólise ãcida da fração, utilizando ãci 
do clorídrico 6M, por 8 horas a 1009. Uma amostra de cloridra- 
to de glucosamina, submetida as mesmas condições de hidrólise,
foi recuperada na percentagem de 6 8 %, quando testada pelo méto 
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do de BOAS . Desta forma, um fator de correção (f = 1,47) foi 
introduzido na determinação quantitativa das unidades de hexo 
sami n a .
Nas condições descritas, 21,6% de hexosamina (expresso em 
peso seco, TabelalII) foi obtida para o polTmero 0 P-I. Outras 
condições de hidrólise, com diferentes concentrações de ãcido 
trif1uoroacético (1M, 2M, SM) e de ãcido sulfúrico (0,5W,e 1M) 
a 1009 durante 8 - 1 2  horas, não apresentaram um rendimento sa­
tisfatório, de acordo com os resultados de c.p. ascendente (fa> 
se móvel a, vi suaiizadores 1 e 3) (Fig. 6 ).
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GARDELL , investigando o conteúdo em amino-açucares de
um po 1 issacarTdeo isolado de córnea, demonstrou que o tratamen 
to do polímero com ácido clorídrico 6M, por 8 horas a 1 009 ,fo£ 
neceu um rendimento de 95% destas unidades. Quando o tempo de 
hidrólise ácida foi aumentado, o rendimento em amino-açúcares 
foi comprometido.
Realmente, as condições de hidrólise ácida parecem ser o 
fator limitante na quantificação de hexosaminas em macromolécu 
las. Por isso, diferentes condições de hidrólise com ácido cio 
rídrico foram estabelecidas, em macromoléculas de várias ori­
gens, para otimizar o rendimento dessas unidades, taiscomo: con_ 
centrações de 6M por 16 horas a 1009 para substancias específ£
3
cas dos grupos sanguíneos humanos (glicoproteínas) ; 6M por 18
99
horas a 909 em parede celular de Neurospora crassa ; 4M por 4 
horas a 1009 para o componente polissacarídico de Shigella dy- 
senteriae tipo 6 33 e 3 M por 12 horas a 1 009 para o polissaca-
T » . , loi
rideo especifico de Vibrio cholera .
Entretanto, condições de hidrólise ácida mais suaves (ã- 
cido clorídrico 2M por 14 horas a 1009) foram estabelecidas por 
BLIX 19 para a liberação completa de hexosaminas, a partir de gl£ 
coproteínas de origem animal e alguns tipos de glicosaminog 1 i- 
canas. Porem, um pequeno decréscimo da concentração de glucosa 
mina, testada nestas condições, foi observado após períodos de 
aquecimento superiores a 24 horas.
Isto demonstra que as condições de hidrólise ótimas, pa­
ra a liberação das unidades de hexosaminas, devem ser investi­
gadas para cada tipo de macromolécula . Entretanto, qualquer que 
seja a condição de hidrólise selecionada, um fator de correção 
deve ser estabelecido para compensar a destruição destas unid£
des, ocorrida durante o processo hidrolítico.
As unidades de açúcares aminados na natureza ocorrem , 
mais particularmente^ no reino animal, onde apa^
recem como constituintes de um grande grupo de substâncias, os 
mucopolissacarTdeos ou glicosaminoglicanas , cujas funções bio­
lógicas são tão importantes quanto diversificadas.
Neste grupo, encontram-se macromoléculas tais como a he- 
parina (fator anticoagulante do sangue), as substâncias especT 
ficas dos grupos sanguíneos (determinantes antigênic o s ), ácido 
hialurônico, pol i ssacarTdeos de bactérias e outros mi coorgani ŝ 
mos e polissacarTdeos do tecido conectivo e outros componentes
54 ^  _
teciduais . A ocorrência de hexosaminas foi tambem constata­
da como componentes do exoesqueleto de crustáceos e do esquele 
to de vertebrados, formando estruturas resistentes e de a l t a e ^
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tabilidade química .
A importância biológica destas unidades podem ser ilustra 
da pela função que exercem em certas glicoproteTnas. Por exem­
plo, as gl i coproteTnas anticongelante . isoladas de soro de pej[ 
xes da Antártica, tem a propriedade de inibir a transição de fa 
se da água ao gelo, protegendo o peixe de uma provável morte 
por congelamento. Estas glicoproteTnas possuem uma estrutura 
tripeptTdica repetitiva (Ala-Al a-Thr), â qual o dissacarTdeo 3- 
O - 6 -D-gal actopi ranosi 1 -W-aceti 1 -gal actosami na e ligado. Esta câ  
deia lateral di ssacarTdica é essencial para a atividade da gli_
coproteTna e sua modificação {e-g>> oxidação pelo periodato de
__ 102 
sódio) destrõi a propriedade anticongelante .
A presença de unidades de hexosamina foi detectada, em 
certas espécies de moluscos, como constituinte de alguns tipos
de gl i cosami nogl i canas . Desta forma, DIETRICH et al. demonstra 
ram a presença de heparina no molusco Anomalocardia hvasilia-
. 92
na e posteriormente, PAIVA et al. identificaram este polissaca^ 
rideo nas espécies Donnax striatus e Tivela mactroides. Jã a o 
corrência de polissacarTdeos acTdicos e glicosaminoglicanas su^
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fatadas foi assinalada por NADER et al. , durante o desenvo^ 
vimento embrionário do molusco Pomacea sp ., enquanto que FERRE^ 
IRA et al.S° evidenciaram a presença de heparan sulfato em cinco 
espécies de moluscos.
Entretanto, um polissacarTdeo sulfatado contendo unida­
des de hexosamina, ácido urénico, fucose e galactose, numa re­
lação aproximadamente equimolecular, como observado na fração 
pol i ssacarídi ca do ovi duto-prõstata de M. paranaguensis ,não hâ  
via ainda sido descrito em moluscos, bem como em nenhuma outra 
espéci e animal.
Uma tentativa de quantificação dos grupos JV-acetil foi
realizada nos produtos de metanõlise da fração OP-I, sob a for
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ma de complexo aceto-hidroxãmico , utilizando w-aceti 1 -gluco 
samina como padrão. Nestas condições, 10% de grupos w-acetil foi ob̂  
servado nesta fração(Tabela 111).
68 8H
Considerando a ausência de grupos (9-acetil ' e de acetal
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de ácido piruvico , o teor de grupos N -acetil obtido experi­
mentalmente mostrou-se superestimado (1 0 %), quando comparado com 
o valor teórico calculado a partir do percentual de hexosamina 
da fração (7,2%). Portanto, o valor teórico (7,2%) foi utiliza^ 
do na TabelalII como o valor mais representativo do teor em gru 
pos W-acetil desta fração polissacarídica. Realmente o valor 
teórico do grupo tf-acetil aproximou-se satisfatoriamente daque
le (6 ,8 %) obtido por espectroscopia de ressonância de carbono - 
13. (Figs. 9 e 17).
Por não ter sido esclarecida a natureza da discordância 
entre os valores teóricos e experimental, a determinação de g ™  
pos N-acetil por processos químicos deverã ser reinvestigada , a_ 
pós um novo isolamento do polímero.
A quantificação das unidades de acido urÔnico da fração
OP-I foi realizada pelo método do carb az ol, modificado por DIS
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CHE . Nesta dosagem, foi determinado experimentalmente que a 
presença de galactose no polímero acarretou uma interferência 
da ordem de 10%. Para corrigir tal interferência, a percentagem 
de ãcido urônico obtida foi multiplicada por um fator de 0,9.
Um fator semelhante (13%) foi obtido, por BITTER & MUIR1?
para corrigir a interferência da galactose, na determina­
ção do ãcido urônico pelo método do carbazol.
Os teores em açúcares da fração OP-I (Tabela III) foram 
expressos em termos de 1 0 0 % de açúcar total, para que pudessem 
ser quantitativamente comparados com aqueles obtidos por espec 
troscopia de ressonância de carbono - 13 (Tabela IV).
IO
A quantificação por espectroscopia r.m.n.- C foi reali­
zada através da estimativa percentual das areas dos picos, a t H  
buídos aos sinais do carbono anomérico de cada uma das unidades 
constituintes da fração OP-I.
Esse método analítico não acarreta destruição da amostra 
e, por conseguinte, pode fornecer valores percentuais bastante 
representativos da composição química de um h e t e r o p o l i s s a c a n - 
d e o .
TABELA IV
COMPOSIÇÃO QUÍMICA DAS FRAÇÕES OP-I e OP-pH 7 , DETERMI­
NADAS PELOS MÉTODOS QUÍMICO E ESPECTROSCOPICO (r.m. n.-13C).
FRAÇAO OP-I FRAÇAO OP-pH 7





Fucose 26, 9 0,9 27,7 1 , 0 29,1 1,3
Galactose 26,9 1 , 0 28,2 1 , 0 22,3 1 , 0
W-Ace t il - C-l u co s ami n a 24,9 1,1 20,4 0,7 21,5 1 , 0
Acido UrÔnico 21,3 0,9 23,7 0 , 8 27,1 1 , 2
a As metodologias utilizadas estão descritas na Tabela III; 
k Valores percentuais correspondentes aos descritos na Tabela 
III, expressos em termo de 100% de açúcar total; 
c Valores determinados a partir da contribuição percentual da 
área (peso em mg) do sinal de C-l de cada unidade do polí­
mero, sobre a somatória das áreas (peso em mg) de todos os 
sinais de C-l presentes no espectro.
^ Relações molares calculadas em termos do percentual de aa- 
lactose dos polímeros.
De fato, a quantificação obtida por ressonância de car­
bono - 13 (Tabela iv ) confirmou os resultados fornecidos pe­
la análise química. Entretanto, os métodos químicos empregados 
foram extremamente laboriosos e a constatação da correspondên­
cia entre os dois métodos consolida a análise espectroscõpica (r.
13 -
m.n.- c )  como uma alternativa rapida e eficiente na investigai
ção estrutural de polissacarídeos complexos.
A relação molar de 1:1, obtida através da comparação en­
tre as áreas (peso em mg) dos picos de C -1 da a-fucopiranose 
( 6 100,2) e do carbono C-l da 6 -gal actopi ranose (ó 105,2 ),coji 
firmou tal relação, anteriormente obtida por c.f.g. . Portan­
to,não houve diferença entre os métodos espectroscõpico e cro- 
matogrãfico, sugerindo que as condições de hidrólise ácida uti­
lizadas (ácido sulfúrico 0,5M, por 12 h a 1009) não promoveram 
a destruição dos açúcares neutros.
0 s valores percentuais de fucose, 27,4%,e de galactose , 
28,2% (calculados pela somatória do peso das áreas de todos os 
sinais de C-l presentes no espectro), foram concordantes com a_ 
queles obtidos por métodos químicos (erro de 3%), conforme os 
dados da Tabela IV. Isto comprova que o método do fenol-ácido 
sulfurico , com os fatores de correção apropriados, foi um 
método eficiente na determinação dos açúcares neutros neste po 
1 í m er o .
0s teores em hexosamina e ácido urõnico da fração 0P-I 
também foram determinados por espectroscõpia de ressonância de 
carbono - 13, como descrito para os açúcares neutros. A área 
percentual do pico do carbono C-l das unidades de hexosamina 
( 6 97,2 ) correspondeu a 20,3%, enquanto que a área percentual
do pico do carbono C-l das unidades de acido urônico (6103,4) , 
correspondeu a 23,7%. Estas percentagens foram compatíveis â- 
quelas obtidas por métodos analíticos, como demonstra os resul­
tados da Tabela IV .
Tal ocorrência também foi evidenciada pelas relações m o ­
lares de fucose, galactose, ff-aceti 1 -glucosami na e acido urÔnj. 
co, obtidas por método químico (0,9:1,0:1,1 : 0,9) e por espectro^ 
copia de ressonância de carbono - 13 (1,0:1,0: 0,7 :0,8) (Tabela 
I V ) .
A quantificação dos açúcares constituintes da fração 0P- 
pH 7 também foi determinada pelo método espectroscÕpico, descri 
to para a fração 0P-I, fornecendo uma relação molar de 1,3:1,0: 
1 ,0 :1 ,2. entre as unidades de fucose, galactose, w-aceti 1 -hexo- 
samina e ãcido urônico (Tabela IV ).
Comparando-se as relações molares entre as duas frações, 
observa-se que houve uma diminuição nos teores de fucose, N-ace 
ti 1-hexosamina e ãcido urônico na fração 0P-I. Esta perda foi 
compensada pelo aumento do teor destas unidades nas outras fra­
ções, eluídasda coluna de DEAE-celulose com o aumento da força 
iônica do eluente (Tabela I )
Embora estas frações não tenham sido bem caracterizadas, 
devido aos seus baixos rendimentos, os dados da Tabela I forta­
lecem a idéia de que os pol i ssacarídeos isolados de ovi duto-prõjs 
tata de M. paranaguensis sejam, realmente, uma família de polí­
meros relacionados, apresentando os mesmos componentes em dife­
rentes proporções e com distribuição de cargas distintas.
7. ANALISE de m e t i l a ç a o  d a f r a ç a o  p o l i s s a c a r I d i c a  o p - i .
O polissacarTdeo OP-I foi metilado pelos processos de HA
6 7 7 5 ^
WORTH e KUHN et al e o polímero per-o-meti 1 ado foi metanol isado. 
Os metil glicosTdeos metilados foram hidrolisados com ácido suj 
fúrico 1M e analisados por c.f.g.-e.m. (coluna capilar DB-210, 
50 + 2359 , 409/minuto), na forma de acetatos de alditõis parci^ 
almente O-meti 1 a d o s .
A fração OP-I, apôs metilaçao, foi tratada com hidretode
t  -r 9 -r
litio e alumínio em tetrahidrofurano , desde que o polímero me 
tilado,sem previa redução,não apresentou rendimento satisfató­
rio dos produtos de hidrólise. Nenhuma explicação plausível foi 
encontrada para tal fato, embora dificuldades na hidrólise áci^ 
da deste polímero (não reduzido) ou um processo de B-elimina- 
ção, via ácido urÔnico, possam justificar o baixo rendimento a 
presentado.
Em investigações posteriores , deverá ser co mprovado,por
processos adequados (espectroscopia no infra-vermelho e r.m.n. 
13 -r- C),se o polímero metilado foi totalmente carboxi-reduzi do . 
ApÓs tal comprovação, a análise por c.f.g.-e.m. dos produtos de 
hidrólise do polímero metilado, antes e após submetê-lo a novo 
processo de metilação, utilizando iodeto de metila deuterado
<*7 _  ,
(ICDg) como agente metilante, podera escl arecer qual participa­
ção das unidades de ácido urónico na estrutura do polímero.
Os dados de metilação da fração OP-I, referentes aos açó 
cares neutros, foram considerados satisfatórios, o mesmo não o 
correndo com as unidades de ácido urónico e de w-aceti 1 -gluco-
samina (Fig. 18 ). Estes dados são, portanto, suficientes ape 
nas para sugerir alguns aspectos estruturais para o polímero.
A quantificação apresentada na Tabela V refere-se apenas aos 
açúcares neutros.
Dentre os dados de metilação referentes ãs unidades de fucose,
foi comprovada por c.f.g.-e.m. a presença do derivado 1 , 4 , 5 ­
73
tri-0-aceti1 - 2 ,3-di-0 -meti1-fucitol (m/e 87 , 1 1 7 ,1 61 ,203 ) , IV , 
Este derivado indica uma alta proporção de unidades de fucose 
substituTdas em 0-4 (45%) na mistura (Tabela V ), cuja distri^ 
buição na estrutura do polTmero não foi esclarecida.
Também foram identificados por c.f.g.-e.m. dois deriva­
dos mono- 0 -meti1ados de fucose, 1,2,4,5 - tetra-O-aceti1-3-O-me^ 
til-fucitol (3%,m/e 87, 159, 189, 203), V , e 1,3 , 4 ,5-tetra-O-
73
aceti1-2-o-meti 1-fucitol (6%,m/e 87 , 1 1 7, 1 59, 231 ), VI ,cujos 
significados estruturais ainda não foram esclarecidos. Embora 
estes derivados possam indicar pontos de ramificação da mo lé­
cula, tal sugestão deverá ser confirmada por outros processos 
analíticos, como a hidrólise acida parcial.
A análise de metilação não evidenciou a presença de fu­
cose como unidade terminal não redutora, desde que nenhum de­
rivado tri-0-metilado de fucose foi detectado por c . f . g .-e . m .. A 
identificação de uma alta percentagem (31%) do derivado 1,5- 
di- 0 -aceti1 - 2,3 , 4 ,6 -tetra-o-meti1-galactitol (m/e 45, 117 ,
73 -r -
161 , 205),VII , indica que o polímero em estudo e bastante ram^ 
ficado e que unidades de galactose participam em sua estrutu­
ra como grupos terminais não redutores.
Outros derivados metilados de hexose foram i d e n t i f i c a ­
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Fig. 18 - ANALISE POR c.f.g.-e.m. (COLUNA CAPILAR DB-210, 50-2 3 5 9, 409/
MINUTO) DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA (H2S04 1M, POR 7 h A 
1009) DA FRAÇAO OP-I METILADA E REDUZIDA, NA FORMA DE ACETA- 
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TABELA V
ANÁLISE POR c.f.g.-e.m.a DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ÁCI­
DA5 DA FRAÇÁO OP-I METILADA E REDUZIDA
c d0-meti1-alditol acetilado T %e
2 ,3-Me2_Euc 1 ,12 45
2-Me-Fuc 1 ,20 6
3-Me-Fuc 1 ,29 3
2,3,4,6-Me4-Gal 1 ,05 31
3,4,6-Me3 -Gal 1 ,27 11
2,3,4-Me3-Hex 1 ,39 3
2 ,3-Me2~Hex 1 ,72 +
4,6-Me2_Hex 1 ,45 +
3 ,4-Me2~Hex 1 ,82 +
2-Me-Hex 1 ,92 2
3,6-Me2-GIcNMe 2.T5 +
a Coluna capilar DB-210, 50-2359, 409/minuto;
5 Hidrólise com ácido sulfúrico 1M, por 7 horas a 1 009 ;
C 2,3-Me?-Fuc = 1,4,5 -tri-<7-acetil-2,3-di-0-metil -fuci tol ,1
H _
Tempos de retenção relativos ao 2 , 3, 4,6-Me^-Gal 5
e Valores percentuais referentes apenas aos derivados metila 
dos de açúcares neutros com sentido quantitativo, identif^ 
cados através de seus espectros de massa (i.e.).
+ Traços.
estabelecidas, Destes derivados, o mais abundante (11%) foi o 1,
2,5-tri-0-acetil-3,4,6.tri^0'-metil-hexitol (m/e 45,117,145,161 ,
73 _
189,205), VIII .Anal i se posterior por c.f.g. (coluna convencional 
ECNSS-M, 1 709), com o auxilio de um padrão si ntiti co, demonstrou
que tal hexitol correspondia ao galactitol e não ao glucitol. Es­
tes dados indicam que parte das unidades de galactose encontram 
-se distribuídas internamente no polímero, apresentando substi­
tuição em 0-2.
Os demais derivados metilados de hexose eram c o n s t i t u í ­
dos de unidades mono, di e tri-0-meti1a d a s , respectivamente: 1,
3,4,5,6-penta-0-acetil-2-0-metil-hexitol (m/e 117,145,217,333), 
IX ; 1 ,2,3,5-tetra-0-aceti1-4,6-di-0-meti1-hexitol (m/e 45,161, 
261 ) ,  x ; 1,2,5,6-tetra-0-aceti 1-3 ,4-di-0-meti 1-hexi tol (m/e 189 , 
233 ),XI; 1 ,4,5 ,6-tetra-0-aceti1 - 2 ,3-di-0-meti1-hexitol (m/e 117, 
161 ,261),XII ;1,5,6-tri-0-acetil-2,3,4-tri-0-metil-hexitol (3% , 
m/e 73 ,1 1 7,161 ,189,233),XIII
A configuração destes derivados não foi estabelecida, em 
virtude de seus baixos rendimentos, necessitando de dados adicio 
nais para serem melhor discutidos, do ponto de vista estrutural.
Com respeito ãs unidades de 47-aceti 1-gl ucosami na , os da­
dos de metilação indicaram apenas a presença em pequena propor­
ção do derivado metilado 1 ,4 ,6-tri-0-aceti 1 -2-deoxi-3 ,6-di-0-me:
. 1 °7 
ti 1-2-meti1acetamido-glucitol (m/e 1 4 4 ,2 8 9 ,3 6 0 ) , X I V , obtido
em baixo rendimento provavelmente devido a insuficiência do pro 
cesso de hidrólise (acido sulfúrico 1M por 7 horas a 1009). Es­
te dado demonstrou que estas unidades se encontram distribuídas 
internamente na estrutura do polímero, apresentando susbtitui - 
ção em 0-4. A ausência do derivado tri-0-meti1ado da W-acetil - 
glucosamina exclui sua participação como grupo terminal não re­
dutor.
Os dados de metilação não forneceram nenhuma informação 
sobre as unidades de ãcido urõnico. Isto jã era esperado, poi s 
a coluna capilar DB-210 (c.f.g.), selecionada para a análise 
dso produtos de metilação, é inadequada para investigar os de 
rivados metilados de açúcares ácidos. Estes derivados são m e ­
lhor analisados por c.p., utilizando um visualizador específi
es
co (cloridrato de p-anisidina). .
8. OXIDAÇAO COM META-PERIODATO DE SODIO DA FRAÇAO OP-I.
Como os dados de metilação forneceram uma quantificação 
parcial dos componentes da fração OP-I, a oxidação com perio- 
dato foi utilizada como um método complementar.
A determinação quantitativa do consumo de meta-perioda- 
to de s o d ioe da 1iberação de acido fõrmico, durante o processo 
oxidativo, foi realizada pelo processo descrito por NEUMULLER
90 _  _
& VASSEUR . Nestas quantificações, foi utilizada a media poji 
derada dos pesos moleculares das unidades de açúcar anidro (PM 
= 173) constituintes do polímero, cuja amostra foi expressa em 
peso seco. As formulas utilizadas nestes cálculos estão descritas em
materiais e métodos.
Um experimento paralelo foi realizado com meti 1 galacto- 
sídeo, o qual apresentou um consumo de periodato e liberação de 
ãcido fõrmico semelhantes aos valores teóricos (1,94 moles/mol 
de periodato e 0,97 moles/mol de ãcido fõrmico).
0 consumo de periodato da fração OP-I foi extrapolado pa 
ra o tempo zero, a fim de corrigir alterações devidas a super- 
oxidação, fornecendo um valor de 0,57 moles de periodato por mol
de açúcar anidro (Fi g, 19 ). Durante a oxidação, foram libera­
dos 0,17 moles/mol de acido fõrmico.
Considerando que cada unidade terminal não redutora ou 
jnidade interna substituída em 0-6 consomem dois moles de per.ijç 
dato e liberam um mol de ácido fõrmico por mol de açúcar ani­
dro, um consumo de 0,34 moles de periodato correspondem a estas 
jnidades. Este consumo (0,34 moles) é atribuído principalmente 
ís unidades terminais não redutoras do polímero, desde que so- 
nente uma pequena percentagem do derivado 1,5,6-tri-0-aceti1-2, 
3,4-tri-o-meti 1 -hexitol foi detectado dentre os produtos de me 
ti 1 ação (3%).
Como a analise de metilação exclui a participação de N- 
aceti1-glucosamina e de fucose como grupos terminais não redu­
tores, foi sugerido que estas posições sejam provavelmente oc£ 
aadas apenas por unidades de galactose.
Apesar dos dados de metilação não fornecerem informações 
sobre os ácidos urõnicos, o baixo consumo de periodato observa^ 
do (0,57 moles/mol), sugere que estas unidades não participam 
significativamente dos grupos terminais não redutores do polí- 
nero, mas estejam distribuídas internamente em sua maioria, com 
jm tipo de substituição não suscetível ã degradação com perio­
dato .
Realmente, o sinal em 6 82,8, presente nos espectros de 
carbono - 13 das frações 0P-pH 7 e 0P-I, pode ser atribuído ao 
C-3 substituído do ácido urÕnico, desde que a análise de meti­
lação exclui a presença de substituição em 0-3 para as unidades
. . 61






















TEMPO DE REAÇÃO th)
Fig. 19- CURVA DE OXIDAÇAO COM META-PERIODATO DE SGDIO DA 
FRAÇAO OP-I
Realmente, o sinal em 6 82,8, excluindo-se substituição 
em 0-3 da galactose, fucose e ff-aceti1- g 1ucosamina por metila- 
ção, pode ser atribuído ao c-3 substituído do ácido urÔnico.
Os dados de oxidação com periodato também indicaram que
uma percentagem das unidades de polímero (0,23 moles/mol de pe
riodato) não liberam acido fÕrmico no processo degradativo, as 
quais correspondem provavelmente ãs unidades substituídas em 
0-2 e 0-4.
De fato, unidades de galactose substituídas em 0-2 e, u ­
nidades de fucose e tf-aceti1-glucosamina substituídas em 0-4 , 
foram comprovadas por metilação e por espectroscopia de r.m.n.-
1 3 c.
Em virtude da galactose e do ácido urônico não apresenta_
rem substituição em 0-4, os sinais em 6 82,2 e 6 79,8, obser-
13 *•'vados nos espectros de r.m.n C do polímero em estudo, prova^
velmente estão relacionados ao 0-4 substituído da fucose e da
., , . . 61 N -aceti1-g1ucosamina, respectivamente .
9. DEGRADAÇÃO DE SMITH (HIDR0LISE TOTAL) DA FRAÇÃO POLISSACART 
DICA 0P-I.
A fração 0P-I foi também submetida a degradação de Smith, 
a fim de se obter maiores evidências estrutu rai s , que comprova^ 
sem os dados fornecidos pelas análises anteriores. Após oxida­
ção com meta-periodato de sódio e redução com boroidreto de sõ 
dio, o polímero foi hidrolisado (ácido sulfúrico 1M a 1009) e 
analisado por c.f.g. (coluna ECNSS-M, com programação de tempe 
ratura), na forma de acetatos de alditõis.
0s dados de degradação de Smith desta fração foram real-
mente compatíveis com os dados de metilação (Fig. 20A ). A alta 
percentagem relativa de glicerol, observada neste processo de- 
gradativo, origina-se das unidades de galactose terminais não 
redutoras e daquelas substituídas em 0-2, as quais foram compro 
vadas pela análise de metilação.
Os dados atuais não permitem excluir a presença de acido 
urÔnico nestas posições,desde que o produto resultante de sua 
degradação (ácido 2 ,3-di hi drõxi-propanõi co) não e detectado no 
processo analítico utilizado (c.f.g., coluna convencional ECNSS 
-M, 1 20 + 1 809, 49/minuto).
A presença de 4-deoxi- treitol entre os produtos de degr£ 
dação oxidativa da fração OP-I foi confirmada por análise cro- 
matogrãfica (c.f.g.), utilizando-se uma amostra sintética des­
te derivado como padrão de referência (na forma de tri-O-aceti 1 
-4-deoxi-trei tol) , ( Fig .20B ). Isto confirma a ocorrência de fuc£ 
se substituída em 0-4 neste polímero (Esquema XV ), como assi­
nalado pela análise de metilação.
Vale ressaltar que a degradação oxidativa da fração OP-I 
forneceu uma relação molar (c.f.g.) aproximada de 1:1 entre 4- 
deoxi-trei tol e glicerol. Considerando que o glicerol, de aco_r 
do com os dados de metilação, origina-se das unidades de gala£ 
tose terminais não redutoras e daquelas substituídas em 0-2,e£ 
ta relação é uma boa indicação de que a fucose em 0-4 encontra 
-se na mesma proporção que as unidades geradoras de glicerol.
Nos produtos desta degradação também foram identificadas peque 
nas proporções de treitol, fucose e galactitol, além de dois 
componentes não identificados.
A presença de pequenas proporções de fucose e galactose
Oiu>
Fig. 20 - A - ANALISE POR c.f.g. (COLUNA CONVENCIONAL ECNSS-M
A 3% EM CHROM. Q, 120+1809, 49/MINUTO) DOS PRO­
DUTOS DE DEGRADAÇAO DE SMITH (HIDR0LISE TOTAL) 
DA FRAÇAO OP-I.
B - ANALISE POR c.f.g. (MESMAS CONDIÇÜES)DO DERIVA­
DO SINTÉTICO 4-DEOXI-TREITOL PER-O-ACETILADO.
I - 4-deoxi-treitol tri-O-acetato ;
II - glicerol tri-0 -acetato
III - tetritõis tetra-O-acetatos
IV - fucitol penta-0-acetato
V - galactitol hexa-O-acetato
não suscetíveis a oxidação com periodato é compatível com os 
dados de metilação, no que se refere aos derivados mono e di-0 
-metilados destas hexoses, respectivamente.
0 processo degradativo não forneceu nenhuma informação 
sobre os ácidos urÔnicos e hexosaminas.
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10. FATORES QUE INFLUENCIAM A HIDRÓLISE ACIDA DE LIGAÇÕES GLI- 
COSTDICAS.
A constituição heterogênea de certos polissacarídeos (he 
teropolissacarTdeos) dificulta sensivelmente o estabeleci mento 
da composição química e de sua es tr utura, devi do ao comportameji 
to diferenciado de suas unidades constituintes. Dentre os pro­
cessos empregados para tais fins, a hidrólise ácida é uma das 
metodologias mais largamente empregadas.
A liberação quantitativa dos monossacarTdeos constituin 
tes da fração polissacarTdica , isolada de oviduto-prÕstata de 
M.paranaguensis, foi uma tarefa difícil, desde que as ligações 
glicosídicas envolvidas são hidrolisadas em diferentes veloci­
dades e os monossacarTdeos liberados variam consideravelmen­
te em sua estabilidade frente a ácidos.
Deste modo, os mecanismos de hidrólise ácida destas li­
gações são múltiplos e complexos, dos quais discutiremos a_l 
guns aspectos cinéticos, reiacionados com a hidrólise de l i g a ­
ções glicosídicas de hexoses e seus derivados. Alguns destes me 
canismos provavelmente estão envolvidos na hidrólise ácida do 
polímero em estudo e nortearão as investigações posteriores so 
bre hidrólise ácida parcial.
Devido ao seu caráter acetãlico, os glicosTdeos são pas^ 
sTveis de serem hidrolisados a açúcares livres pelo tratamento
com ácidos em meio aquoso. No entanto, alguns substituintes , 
principalmente nos carbonos C-2 e C-5 do anel, modificam signi_ 
ficativãmente seu comportamento frente a ácidos.
Numerosas investigações foram realizadas a partir dos
e
trabalhos pioneiros de ARMSTRONG & GLOVER , visando estabe
lecer um mecanismo de reação, capaz de explicar a diversidade 
de comportamentos dos diversos tipos de glicosTdeos, durante a 
hidrólise ácida.
8 9 _
NATH & RYDON determinaram a velocidade de hidrólise,a 
uma concentração fixa de ácido, de uma série de fenil B-Ç-glu- 
copiranosTdeos substituídos e demonstraram que substituintes re 
ceptores ou doadores de elétrons no núcleo benzênico promoviam, 
respectivamente, um pequeno aumento ou um pequeno decréscimo na 
velocidade de hidrólise.
0 mecanismo para a hidrólise ácida de glicosTdeos pro-
4 5
posto por EDWARD , foi experimentalmente comprovado por VERNON
- 7 12 24 g !
e colaboradores e posteriormente confirmado por OVEREND e colaboradores ’ 
As etapas deste mecanismo iniciam-se com: (a) formação de seu áci­
do conjugado, através da protonação do átomo de oxigênio glicc) 
sidico; (b) heterÓlise da ligação entre o carbono anomérico e 
o oxigênio glicosTdico, gerando um carbocãtion cíclico; (c) sol_ 
vatação do carbocãtion, fornecendo o açúcar redutor e restituin 
do um próton ã solução, XVI.
Entretanto, o tipo da aglicona pode influir no mecanis­
mo de hidrólise de um glicosTdeo. Seu efeito está relacionado ã 
capacidade em formar um carbocãtion mais estável que o carbocã 
tion glicosTdico. Nestes casos excepcionais, a ligação entre o 
oxigênio glicosTdico e a aglicona será rompida preferencialmeri
te,durante a etapa de heterÕlise. Este mecanismo foi observado
por AR MO UR et at. para a hidrólise do teve— butil (3-D-glucopi 
ranosTdeo e outros derivados similares, através de técnicas de 
marcação isotopica , XVII.Apesar de comprovado para a hidrólise 
ácida de glicosTdeos sintéticos, este mecanismo não foi obser­
vado em carboidratos in natura .
Baseado em princípios cinéticos, a energia de ativação 
de uma reaçao química sera tanto menor quanto maior for a esta^ 
bilidade do estado intermediário. Por analogia, quanto maior a 
estabilidade do carbocation formado no processo hidrolítico , 










Admite-se que a conformação do carbocãtion seja do tipo
- M5,110,111, 112
Hq , denominada de conformação em semi-cadeira, onde os
carbonos C-l , C-2, C-5 e o oxigênio do anel encontram-se no meŝ
- ~ 2 mo plano XVIII . Isto se deve a hibridaçao sp assumida pelo
carbono anomêrico, após a etapa de heterõlise. 0 efeito mesome 
rico envolvendo o par eletrênico não ligante do oxigênio do a ­
nel , que faculta características de insaturação a esta ligação, 
explica a conformação assumida pelo intermediãrio. A conforma­
ção XVIII ocorre somente quando a hexose correspondente ê do tipo
4 4 ~ 1 45C-| , sendo #3 para hexoses na conformação C^ , XIX.
A formação deste intermediário corresponde ã etapa deter 
minante da velocidade de reação, para hidrólise de glicosídeos. 
Esta etapa depende da concentração do ácido conjugado, a qual, 
juntamente com outros parâmetros cinéticos, sugere unimolecula^
15,111




A entropia da ativação positiva, observada por OVEREND 
et al.91 para a hidrólise de vinte e quatro piranosídeos ê,tam 
bem, uma forte evidencia que esta reação ocorra segundo um mê  
canismo unimolecular. Valores positivos da entropia de a t i v a ­
ção significam maiores restrições ã liberdade de passagem das 
moléculas, do estado fundamental para o estado intermediário
da reação, através de um estado de transição. Portanto, a en­
tropia de ativação sera positiva quando o intermediãrio (car­
bocation) for menos organizado do que o estado fundamental (ã 
eido conjugado) da reação, ou seja, quando o processo de ati­
vação a um intermediário polar acarrete uma perda na energia 
i nterna do sis tema .
m  equiübrio $
B :  +  H ®  = =  B : H  - £ £ -  P R O D U T O S
MECANISMO UNJMOLECULAR
XX
Por outro lado, valores negativos para a entropia de â
— — r  9 1
tivação foram observados na hidrólise ãcida de furanosídeos .
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CAPON e THACKER , investigando a hidrólise acida de varios
metil furanosídeos, demonstraram que o valor médio da entropia 
de ativação destas estruturas era de vinte a trinta unidades 
inferior ao valor médio observado para metil pirano sTdeos.
0 anel furanosídico forma carbocations estáveis muito
„  1 5 _
mais facilmente que o anel piranosidico . Esta estabi1idadee
relacionada a sua grande capacidade em acomodar um carbono hî
2 - bridizado em sp . Embora este mecanismo nao esteja bem escla­
recido, os valores negativos da entropia de ativação sugerem 
que os metil furanosídeos sejam hidrolisados por um mecanismo
1 5,7 8,9 1
distinto, envolvendo uma etapa de heterólise bimol eeul a r , XXI.
XXI
Certos substituintes alteram a velocidade de hidrólise 
de glicosídeos, através do efeito que exercem sobre a estabilj^ 
dade conformacional do estado intermediário. Estes efeitos, de 
vidosa mecanismos eletrônicos e de impedimento esterico, são 
mais pronunciados quando a substituição ocorre nos carbonos C-2 
e C-5 .
Os mecanismos eletrônicos são devidos ã presença de subŝ  
tituintes doadores ou receptores de elétrons no anel, enquanto 
que o impedimento estérico refere-se aos fatores de instabili­
dade conformacional , conferidos ao estado intermediário pela 
presença de substituintes volumosos.
Quando um substituinte no carbono C-2 for receptor de e 
létrons, seu efeito indutivo sobre o carbono anomérico reduzi­
rá a disponibilidade do par eletrônico não ligante do oxigénio 
glicosídico, dificultando sua protonação. Este efeito será res^ 
ponsãvel, não só pela diminuição da concentração do ácido coji 
jugado, como também pelo retardamento da etapa de heterÓlise , 
devido a formação de um carbocátion menos estável. Portanto, a 
velocidade de hidrólise de glicopiranosídeos está numa relação
inversa com o aumento da capacidade de seus substituintes em 
atrai r eletrons.
Desta forma, o metil 2-deoxi-$-arabino-hexopiranosTdeo 
(X = H , XXII) e hidrolisado muito rapidamente em meio ácido,mas a 
substituição do átomo de hidrogênio do carbono - 2 por uma hi- 
droxila (X = 0H,XXII), causa um decréscimo relativo de duzentas ve
5 1
zes na velocidade de hidrólise do glicosTdeo . Uma alteração 
desta ordem não poderia ser explicada apenas através de um im­
pedimento estérico da hidroxila, sugerindo que um efeito eletró 
nico seja o mecanismo predominante.
^O H
XXII
Como poderia ser previsto, a substituição da hidroxila 
do carbono C-2 de um hexopiranosTdeo por uma função amina (X= 
NH 2 » XXII )> que resulta num poderoso grupo receptor de e l é ­
trons (X = NHo+ » XXII) em meio ácido, causa uma diminuição da o r -
5 - - 51dem de 3 x 10 vezes na velocidade de hidrólise do glicosTdeo
Geralmente, as unidadesde 2-amino-2-deoxi-hexoses e m p o  
1issacarTdeos encontram-se W- ac et i1adas . 0 grupo W-acetamido é 
um receptor de elétrons menos efetivo que a função amina e, 
consequentemente, a hidrólise do metil 2-acetamido-2-deoxi-B-Q 
-glucopiranosTdeo (X = N H A c ,XXII) ê aproximadamente oitocentas ve 
ves mais rápida que a hidrólise do 2-ami no-2-deoxi-gl ucopi rano^
~  - r  5 1
sTdeo nao substituTdo .
Embora este grupo (X= NHAc, XXII) seja um receptor de elé 
trons pouco mais eficiente que o grupo hidroxila, o derivado 
W-acetamido é hidrolisado seis vezes mais rapidamente que o
.r 5 1 ~
metil B-D-glucopiranosideo correspondente . Este efeito ano 
maio é explicado através de uma assistência anquimérica do gru 
po acetamido sobre o carbono anomêrico, onde o átomo de oxigê 
nio carbonTlico participa diretamente na formação de uma es­
trutura anelar de cinco membros. Esta estrutura é capaz de eŝ  
tabilizar a deficiência de elétrons do carbocãtion, através de 
um efeito mesomérico envolvendo a des1ocalização dos elétrons 
da carbonila do grupo acetil e do par eletrônico não ligante 
do átomo de nitrogênio, XXIII
XXIII
Apesar da labilidade a hidrólise ácida, conferida aos 
2-amino-2-deoxi-hexosTdeos pela acetilação do grupo amino,M0R
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GAN & ELSON demonstraram que, em polissacarTdeos formados
por estas unidades, a remoção dos grupos acetil dá-se em condi­
ções de hidrólise (0,1M de ácido clorídrico, por 10 horas ã 
1009) insuficientes para a cisão de certos tipos de ligações 
gli copi ranosidi c a s . Isto sugere que os mecanismos observados
na hidrólise de metil glicosídeos não podem ser, simplesmente, 
extrapolados para a hidrólise de polissacarídeos, sem que o u ­
tros fatores sejam levados em consideração.
A ocorrência de grupos receptores de elétrons substitují 
dos em posições do anel diferentes de C-2, influencia em menor 
extensão a velocidade de hidrólise ácida de glicosídeos.
De fato, a substituição de um grupo carboxílico,no car­
bono C-5 de um gl i copi ranosTdeo, promove um efeito indutivo mê  
nor sobre os el étrons da ligação gl i cosídi ca , quando comparado ao
efeito de um substituinte eletrofílico no carbono C-2.
Na verdade, os metil glicuronídeos são hidrolisados um
pouco mais lentamente que os glicosídeos correspondentes. A ijn 
vestigação dos parâmetros cinéticos da hidrólise ãcida de m e ­
til g 1icuronídeos demonstrou que ambas, a energia e a entropia 
de ativação, eram inferiores aquelas observadas para a hidrõl^
Lf Lf
se dos respectivos glicosídeos . Estes dados, posteriormente
1 1 1 , 1 1 2
confirmados por outros autores , explicam parcialmente o mo 
tivo de serem os metil glicuronídeos hidrolisados em velocida­
des próximas a dos seus glicosídeos, quando poderia-se esperar 
uma estabilidade muito maior dos glicuronídeos frente a ácidos.
Fatores conformacionais, relacionados ã estabilidade do 
intermediário da reação pela substituição em C-5, devem influir 
no mecanismo de hidrólise ãcida de metil glicur onídeos. Este
efeito alternativo seria gerado por um impedimento estérico,e- 
xercido pelos substituintes sobre a estabilidade conformacio- 
nal do carbocátion. Deste modo, o efeito indutivo ou polar pa­
rece ser responsável apenas em parte pelo comportamento, fren­
te a ácidos, de metil glicosídeos substituídos no carbono C-5.
Num comportamento similar aos ácidos carboxTlicos, os 
metil glicuronTdeos, em soluções ácidas diluTdas, encontram-se 
em equilíbrio com uma baixa concentração de sua forma ionizada. 
0 Ton carboxilato e um grupo doador de elétrons e seu mecanis­
mo indutivo exerce um efeito contrário ao observado para sua 
forma original, protonada. Esta propriedade de dissociação do 
grupo carboxTlico está em concordância com a observação de que, 
em soluções muito diluTdas de ácidos minerais, onde a c o n c e n ­
tração de Tons carboxilato seja superior, os metil glicuronT- 
deos serão hidrolisados mais rapidamente que os respecti vos glî
B I
cosTdeos , XXIV .
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Portanto, substituintes doadores de elétrons no carbono 
C-5, a exemplo do Ton carboxilato e do grupo metila, facilitam 
a hidrólise ácida dos respectivos metil glicosTdeos.
A fucose e uma 6-deoxi-hexose, contendo a configuração 
galacto ( 6-deoxi - g a 1 actose). Diferenças na reatividade entrega^ 
lactose e fucose são devidas a efeitos eletrônicos e de impedi^ 
mento esterico, relacionados ã substituição no carbono C-5 dos 
grupos hidroximetil e metil, respectivamente. Assim, o metil 
6-deoxi-a-Q-galactopiranosídeo é hidrolisado seis vezes maisra^
-r 51»91
pidamente que o galactosideo correspondente . Foi sugerido
que a influência de fatores conformaci onai s sobre a estabilidji 
de do carbocãtion seja, neste caso, mais significante de que 
os efeitos eletrônicos envolvidos, embora estes não possam ser
5 2 1 1 2
ignorados .
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De fato, OVEREND et a l . observaram que o metil a-Q-fucopj_ 
ranosTdeo é hidrolisado mais rapidamente do que o metil a-L-a- 
rabi nopi ranosídeo, em solução 2 M de ácido clorídrico ã 609. Eŝ  
te resultado era previsível, pois a conformação em semi-cade 
e mais facilmente assumida pelo arabi nopi ranosídeo ( C-5,H,XXVb )
do que pelo fucopiranosídeo (C-5, CH^.XXVa).
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TIMELL et al. estudaram a influencia sobre a veloci­
dade de hidrólise ácida de metil glicosídeos, causada por subs^ 
tituintes no carbono C-5 com diferentes fatores de substitui - 
ção polar. Seus resultados demonstraram que, em função das pro 
priedades dos substituintes, o comportamento frente a ácidos 
dos metil glicosídeos correspondentes poderia ser explicado a­
través de efeitos indutivos e/ou de impedimento esterico, mas 
dificilmente através de apenas um destes efeitos.







Outrossim, velocidades de hidrólise diferenciadas foram 
observadas para alguns metil gl i curonîdeos. Estes pesquisadc)
1 1 2  - r
res demonstraram que o metil 3-D-gal a c t u r o m  deo foi hidroli- 
sado sete vezes mais lentamente que o galactosTdeo c o r r e s p o n ­
dente, enquanto que o metil a-p-manuronTdeo foi hidrolisado d]j 
as vezes e meia mais rapidamente que o respectivo manosídeo.Jã 
no estudo comparativo dos parâmetros cinéticos envolvidos na h_i_ 
drõlise ácida dos metil a-Q-glucuronídeo, 3-D-glucuronídeo e 
a-Q-galacturonTdeo e de seus respectivos glicosídeos, não foram 
observadas diferenças apreciáveis.
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WHISTLER & RICHARDS , investigando a resistência a hi­
drólise ácida da ligação glicosTdica formada a partir de uma u ­
nidade de ácido urônico, numa fração hemicelulõsica de Pinus 
elliottii , concluíram que ambos os efeitos, estirico e indutivo, 
têm importante função na estabilização desta ligação glicosTdi­
ca.
A influência de substituintes no carbono C-5 em polissa-
^ ,  0 83 97
carideos foi tambem estudada por MARCHESSAULT & RANBY . Es­
tes autores investigaram, particularmente ,a influência do gru 
po carboxTlico (ácidos urônicos) sobre a hidrólise acida da 
celulose e de outros polissacarideos. Para explicar o efeito 
indutivo destes substituintes e sua relação com a resistência 
ã hidrólise ácida, foi proposto um modelo que está represent^ 





De acordo com este modelo, a ligação (A -► B) ê ativada 
pelo efeito indutivo do grupo carboxTlico da unidade B, enquar^ 
to que a ligação (B -* C) ê estabilizada pelo efeito indutivo do 
mesmo grupo, que neste caso atua em direção oposta.
0 modelo proposto XXVI sugere que o efeito indutivo do 
substituinte polar (eletronegativo) seja transmitido via um ã- 
tomo de oxigênio (anelar) e dois átomos de carbono (C-5 e C-l)
da unidade B, o que parece uma extensão pouco provável para um
15
efeito desta natureza . Mesmo a hipótese de que a estabiliza^ 
ção da ligação (B + C) seja devida â des1ocalização dos ele- 
trons do oxigênio do anel B, diminuindo sua capacidade em com­
pensar a deficiência em elétrons do carbocãtion intermediário, 
não justifica totalmente o fenômeno.
A labi 1 idade ã hidrólise ácida da ligação glicosTdica (A 
+ B), representada no Esquema XXVI pode também ser explicada 
através de um efeito estérico. Neste caso, o grupamento carbo 
xTlico exerce uma assistência anquimêrica sobre o oxigênio gli^ 
cosTdico, facilitando a etapa de protonação e sua consequente 
hidrólise em meio ácido.
A hidrólise ácida, tanto de glicosídeos como de polissa- 
carídeos, deve ser realizada em soluções ácidas onde a concen­
tração em carboidratos não ultrapasse 1% (um porcento) p/v,co_n 
dição na qual o efeito da reversão ácida não é muito pronuncia^
51
do .
Mesmo nestas condições, as unidades de hexose competem 
com o solvente pelo sTtio eletrofTlico do carbocãtion, podendo 
formar dissacarTdeos em pequeno rendimento. Assim, quando uma 
solução de Q-glucose (1%) em ácido mineral diluído (aproximadji 
mente 0,15m ) é aquecida, isomaltose (0,1%) é formada pelo ata­
que nucleofTlico da hidroxila primária de uma unidade de 0-gljj 
cose sobre o carbono anomerico de outra unidade. Outros dissa- 
carídeos também podem ser formados, embora em menor rendimento, 
porque o ataque de hidroxilas secundárias é estericamente m e ­
nos favorecido. Esta reação de condensação geralmente acompa - 
nha a hidrólise de glicosídeos e polissacarídeos, fornecendo
possíveis produtos de reversão acida, alem dos constituintes 
reais da molécula or i g i n a l 51 .
Baseado nos estudos realizados sobre meti! glicosTdeos, 
o mecanismo de hidrólise ácida de pol i ssacarídeos também oco_r 
re via um i ntermedi ãrio polar cíclico (carbocation gl i cosídi co), 
mas apresentando peculiaridades conformacionais.Isto pode j u s­
tificar a hidrólise preferencial das unidades terminais não re 
dutoras, pois, a hidrólise ácida de uma ligação interna, ao coji 
trãrio de uma ligação terminal, envolve a necessidade da reori^ 
entação espacial de um grupo muito volumoso, durante a f o r m a ­
ção do carbocãtion intermediário. Foi demonstrado que a veloci^ 
dade de hidrólise de metil glicosTdeos é diminuída pela intro­
dução de grupos volumosos na molécula. No entanto, não há ev i­
dência experimental direta que comprove esta hipótese em polis^
^ 1 0 1+ 
sacarideos, embora SIMHA tenha sugerido que os mono e oli-
gossacarídeos, primeiramente formados na hidrólise ácida de po
1issacarídeos, sejam originados de ligações glicosídicas prõx^
mas ao término da cadeia.
Por outro lado, vários modelos teóricos, propostos para 
introduzir o conceito de uma hidrólise ao acaso para polissaca^ 
rídeos, não tem encontrado respaldo experimental. Assim, qu an­
do a quantidade teórica (calculada) de Q-glucose e de oligossa^ 
carídeos, liberados pela hidrólise de uma amostra conhecida de 
amido ou celulose, é comparada com a quantidade realmente 
formada, foi observado que, para quaisquer condições, o perceji
tuai de produtos de baixo grau de polimerização era superior a
_ 15 
quele esperado para uma hidrólise completamente ao acaso .Da
mesma forma, na hidrólise do amido catalisada por resinas tro-
72
cadoras de Tons, o primeiro produto formado foi a Q-glucose .
Foi observado, por alguns pesquisadores, que a constante 
de velocidade para a hidrólise ácida da amilose aumenta com o 
tempo de reação, até atingir valores característicos para a 
drõlise de dissacarTdeos, como a maltose. Este fenámeno foi in 
terpretado como um provável e gradativo aumento do número de 
terminais não redutores, devido a menor velocidade de hidrõli-
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se das ligações glicosidicas internas .
Em resumo, a hidrólise ácida de polissacarTdeos ê afeta­
da por vários fatores como: a configuração, o tamanho do anel 
e a conformação das unidades monossacarTdicas constituintes; o 
tipo da ligação g 1 icosídica ; a presença de grupos funcionais 
(substituintes) na molécula e a intensidade de interações intra
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e inter-moleculares . Nao serão discuti das as influencias de 
aspectos físicos da hidrólise ácida (temperatura, pressão e tem 
po de reação) com relação a estes mecanismos.
A investigação da influencia de apenas um destes fatores 
sobre o comportamento de um pol i ss ac arídeo, em solução ácida dî  
luída, é praticamente impossível. Estes fatores estão intima­
mente relacionados e não podem ser estudados isoladamente. A s ­
sim, qualquer alteração sobre a estrutura de um polissacarídeo, 
quer seja química ou física, acarretará mudanças na conformação 
e/ou na intensidade das interações moleculares, mascarando os 
efeitos esperados sobre a cinética de hidrólise do polímero dê  
vido aquela alteração.
Os parâmetros cinéticos investigados para a hidrólise ã- 
cida de metil glicosídeos não se adaptam completamente ã hidrõ 
lise de polissacaríd e o s . Portanto as condições Ótimas de hidrõ 
lise ácida (curva de hidrólise) deverão ser estabelecidas para 
cada polissacarídeo investigado.
11. METODOLOGIA UTILIZADA NA ANALISE DE POLISSACARÍDEOS COM AL 
GUMAS SEMELHANÇAS ESTRUTURAIS A FRAÇAO OP-I.
O polímero OP-I do molusco M. paranaguensis apresenta uma 
composição química diferenciada dos demais polímeros descritos na 
literatura. Embora não se possa relacioná-la estrutural mente com 
nenhum dos polímeros conhecidos, algumas correlações, r e f e r e n ­
tes ã metodologia empregada, foram feitas com outros polímeros 
que apresentam composição química aproximada.
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0 pol i ssacarídeo isolado de Klebsiella tipo K-63 ,por hi_ 
drõlise ãcida, demonstrou ser formado de fucose, galactose e a_ 
eido aldobiurõnico. Sua estrutura foi em parte esclarecida pe­
la análise dos produtos de hidrólise do polímero metilado, an­
tes e apõs redução com hidreto de lítio e alumínio. 0 polímero 
per-<9-meti 1 ado apresentou derivados de 2 ,4-di-O-meti1-fucose e
2 , 4 ,6-tri-0-meti1-galactose , numa relação molar de 1:2, enquain 
to que os componentes do polímero metilado e carboxi-reduzido â 
presentaram, em adição, o derivado de 2 ,4-di-o-meti1-galactose. 
Deste modo, o ãcido urônico foi identificado no polímero como ã 
eido galacturÔnic o , com substituição em 0-3.
0 posicionamento das unidades de ãcido urônico num p o H  
mero complexo (K-l), isolado de Klebsiella tipo 1 por ERBING
47 _
et al. ,foi estabelecido através de uma metodologia semelhan­
te a descrita para o polímero de Klebsiella tipo K-63. 0 poli 
mero K-l, formado por unidades de glucose, ãcido urônico e ãci^
do pirúvico, numa relação molar de 1:1:1, foi carboxi-reduzj^ 
do com boroidreto de sõdio deuterado, usando p-tol uenossul f ona^ 
to de 1-ciclohexi1-3-(2-morfolinoeti1)carbodiimi da como agente 
ativante. 0 polímero K-l não reduzido apresentou os derivados 
2 ,3 ,4-tri-O- e 2 ,3-di -O-meti 1 -fuci tol e o 2 ,3 ,4-tri -O -meti 1 —gljj 
citol como produtos da análise de metilação. Comparando-se e s ­
tes resultados com os do polímero K-l carboxi-reduzi d o , obser-
★
vou-se em adiçao o derivado deuterado 6 -O-meti1 -glucitol (o as 
terisco indica a posição do deutério).
Porém, quando o polímero carboxi-reduzido foi previamen­
te submetido a hidrólise ácida suave (ácido sulfúrico 5mW por
30 minutos ã 809), seguida de metilação, apenas o derivado 
★
2,3,6 -tri-<9-meti 1-gl uci tol foi comprovado como composto deuterado.
A interpretação destes dados foi consistente com substi­
tuição acetãlica (ácido pirúvico) em 0-2 e 0-3 e com substitui^ 
ção glicosídica em 0-4, nas unidades de ácido glucurÓnico.
0s estudos estruturais em polissacarídeos de Klebsiella 
demonstraram claramente as dificuldades encontradas no esclare 
cimento estrutural de polímeros contendo ácido urônico, princ^ 
palmente quando estas unidades apresentam outros tipos de sub£ 
tituintes, como ocorre com o polímero K-l.
Mesmo utilizando uma metodologia refinada, semelhante ã 
empregada nos polímeros de Klebsiella (exceto a marcação isotÕ- 
pica), não foi possível estabelecer o tipo de substituição do 
ácido urônico presente na fração 0P-I. Tal polímero apresenta 
complicações adicionais, no que se refere a sua hidrólise áci­
da, devido ao alto teor em hexosaminas de que é constituído.
0 processo de redução com hidreto de lítio e alumínio ,
combinado com a analise de metilação, não foi esclarecedor em 
virtude do insucesso na metilação do polímero 0 P- 1 não reduzi^ 
do. Assim, dos derivados metilados apresentados na Tabela V , 
não é possível identificar que derivado originou-se das unida^ 
des de acido urÔnico reduzidas.
Já a tentativa de carboxi-redução da fração OP-I com bo 
roidreto de sódio, utilizando cloridrato de 1-eti1-3-(3-dime-
10 9 _
ti 1aminopropi1 ) carbodiimida como agente ativante , nao apre 
sentou o resultado esperado. Pois,não foram observadas d i f e ­
renças apreciáveis na relação molar gal actose/fucose, determi^ 
nadas nos polímeros reduzidos e não reduzidos (Fig. 21 ). Es­
te processo de redução exige um controle rígido de pH, nas e 
tapas de ativação (pH 4,75) e de redução (pH 7),o que não pode ser 
realizado eficientemente, em virtude da pequena di sponi bi 1 ida_ 
de da amostra.
Todavia, estes resultados surpreendentes não invalidam o 
caráter ácido da molécula, evidenciado por ressonância ma gné­
tica nuclear de c a r b o n o -13, pelo seu equivalente de neutrali^ 
zação e por dados cromatogrãficos e eletroforêticos já discu­
tidos.
_  _  _ 13
Apesar disto, ha evidencias, nas analises por r.m.n.- C 
da fração OP-I, de que o ácido urÔnico encontra-se substituí­
do em 0-3 por uma unidade ainda não identificada.
A maioria dos heteropol i ssacarídeos que contém fucose,j^ 
solados de microorganismos, apresentam estas unidades distri­
buídas em cadeias laterais simples.
Dentro destas características se enquadram os polissaca
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rídeos isolados dos fungos Armillaria mellea .
Fig. 21 - ANÃLISE POR c.f.g. (COLUNA CONVENCIONAL ECNSS-M, 120 
-1809, 49/MINUTO) DOS PRODUTOS DE HIDRÜLISE flCIDA 
(TFA 1M por 12 h a 1009) DA FRAÇfiO OP-I CARBOXI-RE- 
DUZIDA (DERIVADO DE CARBODII MI D A ), NA FORMA DE ACE- 
TATOS DE ALDITÕIS.
A - fração OP-I
B - fração OP-I carboxi-reduzida
I - fucitol penta-0-acetato 
II- galactitol hexa-O-acetato
**■ • 1 8 ^ • 
genero Polyporus ( P. fomentarius e P, igniarius) . Analises
de metilação, degradação de Smith e hidrólise ácida parcial dê  
monstraram que o polímero de A. mellea e formado por uma cadeia 
principal de a-D-galactopiranose , substi tuída em 0-6, contendo ca­
deias laterais simples de L- fucopiranose, ligadas em 0-2 das unidades 
da cadeia principal. Este polímero também apresenta a-Q-manopira 
nose como grupo terminal não redutor de algumas cadeias laterais.Os 
polTmeros de P. fomentarius e P. igniarius diferenciam-se do aji 
terior por conter, em adição, Q-galactopiranose como grupo gru 
po terminal não redutor.
Estes polTmeros apresentam a particularidade de serem 
constituídos por unidades de galactose na configuração alfa, o 
que não foi ainda observado em polissacarídeos contendo galac­
tose, isolados de moluscos. Embora não tenha sido feito um e s ­
tudo detalhado sobre configuração anomerica, os dados de resso 
nância de carbono -13 da fração OP-I são consistentes com 8~D" 
galactopi ranose.
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DUTTON & MERRIFIELD , reinvestigando o polissacarideo 
elaborado pela bactéria Klebsiella tipo K-54, demonstraram que 
o mesmo é constituído por uma unidade octassacarídica repetit^ 
va, formada por fucose, ácido urÔnico e galactose, além de grij 
pos formil e acetil. Apesar da estrutura deste polímero ter sî  
do elucidada por diferentes métodos analíticos, serão discuti­
dos com mais detalhe somente alguns aspectos estrutjj
- - 13
rais relativos a analise por r.m.n.- C.
A presença do derivado 2 ,3-di-0-meti1-glucitol (acetato 
de alditol), observada apenas nos produtos de hidrólise ácida 
do polímero metilado e reduzido (hidreto de lítio e alumínio),
demonstrou que o ãcido urônico apresentava substituição em 0-4,
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como ocorre com o polímero de Klebsiella tipo 1 . A configu -
ração anomerica deste acido foi estabelecida por espectroscopia
13 -de r.m.n.- C, atribuindo o sinal em 6 101,5 ao C-l do acido a-
glucurõnico.
0 valor deste sinal (5 101,5) está em concordância com
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aquele observado por GORIN & MAZUREK para o C-l (6 100,7) do 
ãcido metil a-D-glucopiranosidurônico, desde que o anômero beta 
correspondente apresenta um sinal de C-l em campo mais baixo 
(6 104,3).
Estes autores também assinalaram os sinais de <5 100,5 e 
6 104,9 para os metil a- e metil G-Q-galactopiranosídeos, res - 
pecti vãmente.
De acordo com estes dados, os sinais de ô 103, e 105,2, 
observados no polímero 0P-I, são coincidentes com configuração 
beta, embora não se possa indicar com segurança que sinal per - 
tence ao C-l do ãcido urônico. De qualquer forma, os dados eli­
minam a configuração alfa para as unidades de galactose e ãcido
urônico, constituintes do polímero 0P-I.
0 sinal em 6 100,2, atribuído â a-fucopiranose do poli 
mero 0P-I (substituída em 0-4), estã em concordância com os es-
1 O ^ ^
tudos de r.m.n.- C realizados em outros polímeros que contêm 
fu cose.
No polímero de Klebsiella tipo K-54 , o sinal em 6 99,8
foi atribuído â a-L-fucopiranose substituída em 0-3, enquanto
10 3 -
que SHASHK0V et a l . assinalaram o valor de <5 100,1 a a-^-fjJ
copiranose como grupo terminal não redutor de oligossacarídeos,
isolados da substância H dos grupos sanguíneos.
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SHASHKQV et al. tambem investigaram, por r.m.n.- C ,
as unidades de tf-aceti1-hexosaminas presentes na substância H 
dos grupos sanguíneos. Os sinais de 6 98,5 e ô 102,0 foram a ­
tribuídos ao C-l da w-aceti1-D-glucosamin a , nas configurações 
alfa e beta piranosídicas , respectivamente.
Deste modo, o sinal em 6 97,2, presente no espectro de
13 -  -
r.m.n.- C da fraçao OP-I, e consistente com o C-l das unida­
des de W-aceti1-a-glucosamina, que neste polímero en contram- 
se em substituição em 0-4 (2-amino-2-deoxi-glucopiranose).
Os dados estruturais, obtidos para o heteropol Tmero OP-I, 
demonstraram pouca correlação com os polímeros isolados de glãn 
dula de albúmen e de massa de ovas de moluscos. Com poucas e x ­
ceções, esses polímeros são homogalactanas ramificadas, que a-
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presentam unidades de galactopiranose substituídas em 0-3 e 0-6. •
Heteropol i ssacarídeos ãcidos contendo fucopiranose (fucogac- 
tana) foram observadas nos polímeros de Ampullarius sp. (Mor-
98 39
retes, PR ) e de Marisa comuarietis , enquanto que um hete- 
ropolímero contendo glucopiranose foi isolado de Ampulla -
U 9
rius sp. (Pelotas, RS) por FEIJÜ & DUARTE (g 1ucoga1 actana ) .
0 polímero 0P-I apresenta uma estreita correlação com a 
Ampullarius sp (Morretes, PR), no que concerne ã substituição
em 0-2. Este tipo de polissacarídeos isolados de espécies de
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moluscos da família Helicidae . Outros polímeros investigados 
em moluscos do gênero Ampullarius não apresentava tal tipo de 
1i g a çã o.
A presença de galactopiranose substituída em 0-2 na fração 
0P-I de M. paranaguensis e na fucogalactana de Ampullarius sp .
(Morretes,PR) demonstra que este tipo de ligação não é exclusi^ 
vo de polímero isolado de espécies de moluscos da família He 1i 
ci da e.
12. REAÇÕES DE AGLUTINAÇfiO ESPECÍFICAS ENTRE LECTINAS E A FRA- 
ÇAO OP-pH 7.
A especificidade observada na interação entre lectinase 
carboidratos tem sido útil na elucidação de certos aspectos estru^ 
turais de oligo e pol i ssacarídeos. Por isso, o pol i ssacarídeo _i_ 
solado de oviduto-prõstata de M. paranaguensis (OP-pH 7) foi tejã 
tado por um sistema de lectinas, específicas para unidades de 
L-f ucopi ranose e Q-gal actopi ra nose. A fração OP-I serã investi_ 
gada pelo mesmo sistema, após o estabelecimento definitivo de 
sua estrutura fina.
Realmente, as lectinas são macromolécu 1 as de natureza pro 
teica ou glicoproteica, que apresentam a propriedade de ligar- 
se não cova 1entemente a ca rboidrato(s ). Estes carboidratos po­
dem estar livres, situados em superfícies de células, ligados a 
glicoproteínas ou como grupos terminais não redutores de poli^ 
saccarídeos.
Desta associação 1ectina-carboidrato(s ) resultam todas 
as propriedades atribuídas ãs lectinas, como: a) aglutinação de 
células; b) precipitação de polissacarídeos e glicoproteínas , 
c) reconhecimento de carboidratos em estruturas complexas.
A interação entre lectinas e carboi drato(s ) podem ser es 
pecífica para: a) configuração; b) anomeri ci d a d e ; c) tipo delî  
g a ç ã o; d) conformação do carboidrato. Esta interação ocorre 
porque a lectina apresenta um sítio de ligação específico pa­
ra carboidrato (s ), do qual depende as propriedades acima rela
cionadas. '
Embora algumas lectinas tenham sido caracterizadas como
gl i coprot eínas, com teores em carboidratos tão altos quanto 50%,
2 _
observado na glicoproteTna isolada da batata , a porção de 
carboidratos ligado coval entemente ã macromol ecu 1 a provavelmeri 
te não contribui para a atividade lectTnica. Sua importância é 
relativa apenas a estabilidade da macromolecu1 a .
Realmente, este fato é corroborado por três lectinas i-
2  3 . .
soladas da esponja Aaptos papillata , pela aglutinina do ameji
8 0 1 —
doin e pela concanavaiina A que são destituídas de açuca -
res ligados covalentemente.
Com base na especificidade das lectinas por carboidratos,
6 0
GOLDSTEIN & HAYES apresentaram um esquema que representa as 
unidades reconhecidas por diversas lectinas, numa estrutura hi_ 
potética de uma substância especifica de grupo sanguíneo huma-» 
no (Esquema D ). Esta estrutura apresenta algumas correlações 
com a composição química da fração polissacarídica em estudo , 
exceto no que concerne â presença de acido urônico e grupos sul 
f a t o .
A fração polissacarídica ãcida isolada de oviduto-prõsta^ 
ta de M. paranaguensis foi gentilmente testada pelo Professor 
Uhlenbruck (Colônia, Alemanha), utilizando lectinas específi - 
cas para a L~fucopiranose e para a D-galactopiranose.
Foram utilizadas as lectinas isoladas da esponja Geodia 
cynodium e da espécie de ostra Tridacna g i g a s , específicas pa­
ra o reconhecimento de Q-galactose como grupo terminal não re­
dutor em pol i ssacarídeos. A reação precipitação in vitro da fra^
ção OP-pH 7 foi positiva com ambas as lectinas, sugerindo que 
tais unidades realmente se encontrem como terminais não reduto 
res do polTmero e que apresentem configuração absoluta Q. De 
fato, os dados de metilação demonstraram que o polTmero a p r e ­
senta unidades de galactose nesta posição.
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Uma lectina isolada de T. maxima apresentou atividade 
semelhante a da T. g i g a s , no que se refere ã precipitação de 8 
-Q-gal actopi rananas de vãrias origens (Helix pomatia, Limnaea 
stagnalis} Larix ocaiãentalis e o polissacarTdeo de Pneumoeoc-
cus tipo XIV). A lectina de T. maxima também apresentou ativi-
60
dade com 6-D-gal actopirananas com substituição em 0-6 .indi­
cando que provavelmente esta atividade seja comum ãs lectinas i_ 
soladas de espécies do genero Tridacna. Estas lectinas não a ­
presentam atividade para oligossacarideos que contenham unida­
des de a-D-galactopiranose, eliminando desta forma tal configu^ 
ração no polTmero investigado.
Entretanto, quando a fração OP-pH 7 foi testada com 1 eç̂  
tinas isoladas de soro de enguia, Anguilla anguilla e com lec­
tinas de sementes das plantas leguminosas, Lotus tetragonolobus
e Ulex europaeus I, nenhuma precipitação foi observada.
E conhecido que as lectinas de A. anguilla 3 L. tetrago­
nolobus e U. europaeus I são especTficas para a-L~fucopiranosT 
deos e para a-L-fucopiranosi1, presente como grupo terminal 
não redutor em polissacarTdeos. Entretanto, essas lectinas não 
apresentam nenhuma atividade para unidades de D-fucopiranose 
e D-gal actopi ranose 60 .
A não reatividade entre a fração OP-pH 7 e as lectinas 
especTficas para unidades de fucose , estã em concordância com
a análise de metilaçáo, cujos dados indicaram que estas unida­
des, inequivocamente presentes no polímero, encontram-se dis­
postas internamente com substituição em 0-4.
Em virtude da especificidade para polímeros contendo Q- 
galactose como grupo terminal não redutor das lectinas utili­
zadas (T. gigas G. cynoãium) , estes estudos imunoquTmicos 
são indicativos do enantiÕmetro Q no polímero OP-pH 7, embora 
não escluam a presença concomitante de L-galactose.
ESQUEMA D
REPRESENTAÇÃO DOS LOCI ESPECÍFICOS PARA ALGUMAS LECTINAS EM SUBSTANCIAS 
ESPECIFICAS DOS GRUPOS SANGUÍNEOS (ESTRUTURA HIPOTÉTICA).
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a. DoUchos biflorus’, b. Phaseolus lunatus; c. Helix pomatia’, d. Glycine 
max’, e. Bandeiraca simplicifblia I (A4 ); f. Bandeiraca simplicifolia 1(64); 
g. Abrus precatorius ; h. Sophora japonica; i. Triticum vulgaris’, j. Cytisus 
sessilifolius', k. Canavalia ensiformis’, 1. Bandeiraca simplicifolia II; m. 
Ricinus communis’, n. Ulex europaeus’, 0 . Arachis hypogaea’, p. Lotus tetrago- 
nolobus', q. Anguilla anguilla’, e r. Vicia graminea.
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IV. APÊNDICE
0 Megalobulimus paranaguensis é um Gastropoda terrestre 
e hermafrodita, bastante abundante no litoral paranaense.
Sendo uma espécie de molusco de grande porte, permite a 
dissecação de certos órgãos do aparelho reprodutivo, dificil - 
mente obtidos em moluscos de pequeno porte.
De um modo geral, o sistema reprodutivo de moluscos her 
mafroditas pode ser dividido em: (a) órgãos hermafrodíticos ; 
(b) genitália masculina; (c) genitália feminina.
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Estudos histologicos , efetuados em Biomphalaria gla- 
brata (anteriormente Australorbis g l a b ra t u s), demonstraram que 
os órgãos hermafrodíticos compreendem o ovotestis, seu canal co 
letor e o duto hermafrodítico. A genitália masculina consiste 
da glândula prostãtica e do trato genital (dueto espermático , 
vaso deferente e complexo penial), enquanto que a genitália fe 
minina ê uma região mais complexa, que inclui a glândula de aj[ 
búmen, o carrefour, o oviduto, a glândula nidamental, o útero , 
o receptáculo seminal e a vagina. 0 carrefour, o oviduto, a 
glândula nidamental, o útero e a vagina formam um dueto contí­
nuo, que conduz a ova madura ao exterior.
A região anatômica do molusco M.paranaguensis selecionji 
da para estudo, compreendeu principalmente o oviduto-prõstata.
Um estudo histológico deverá ser feito posteriormente , para 
comprovar a natureza histológica da preparação.
Esta região anatómica compreende órgãos pertecentes ãs 
genitálias feminina e masculina, respectivamente, os quais 
são anatomicamente interrelacionados e de difícil dissecação. 
Por este motivo, a investigação do conteúdo em carboidratos 
destes órgãos, isoladamente, foi realizado apenas em um núme­
ro reduzido de exemplares.
Fig. 22 - LOCALlZAÇftO ANATÔMICA DO OVIDUTO-PRÜSTATA.
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tion of polyuronides and glycosaminoglycuronans to 
monosaccharides following reduction of their carbo 
diimide-activated carboxyl groups. Bi ochemi stry , 
21 (8):1383-8, 1972.
TIMELL,T.E. Effects of substituents at C(5) on the 
acid hydrolysis of glycosides. C h e m .Ind. , 503-4 , 
1 964.
 . The acid hydrolysis of glycosides. I. G e ­
neral conditions and the effect of the nature of 
the aglycone. Can.J.Chem . , 42:1456-72, 1 964.
TIMELL,T.E.; ENTERMAN,W . ; SPENCER,F.; S0LTES,E.J. The 
acid hydrolysis of glycosides. II. Effect of subs­
tituents at C-5 . Ca n . J . C h e m . , H : 2 2 9 6 - 3 0 4  , 1 965.
TREVELYAN ,W.E.; PROCTER,D .P . ; HARRISON,J.S . Detecti­
on of sugars on paper chromatograms. Na t u r e , 1 6 6 : 
444-5, 1950.
VASKOVSKY , V .E . & ISAY,S.V. Quantitative determinati­
on of formaldehyde liberated with periodate oxida­
tion. A n a l .Ch e m . , 30:25-31 , 1 96 9.
WHISTLER,R.L. & RI CHARDS,G .N . Uronic acid fragments 
from slash pine (Pinus el li o t ti i) and their beha­
vior in alkaline solution. J .A m e r .C h e m .S o c . , ^0: 
4888-91, 1958.
